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OZET

BIBERIYE (Rosmarinus officinalis L.) BITKISININ
IN VITRO KOSULLARDA KLONAL COGALTIMI UZERINE
ARASTIRMALAR

ERME, Yunus

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danigmani: Prof. Dr. Aynur Giirel
Ocak 2013, 50 sayfa

Bu tezde, tibbi acidan biiylk 6nem arz eden ii¢ farkli genotipe ait
Rosmarinus officinalis L. bitkisinin in vitro klonal ¢ogaltim potansiyeli
arastirilmistir. Nod eksplantlarindan in vitro kiiltiiriin baslatilmas1 amaciyla, farkli
sterilizasyon yontemleri uygulanarak, sterilizasyon prosediiriiniin oturtulmasi ve
dokularda meydana gelen kararma sorununun ¢dziimiine calisilmistir. Ayrica,
farkli besin ortamlar1 kullanilarak in vitro kiltir kosullarinda biberiye nod

eksplantlarinin rejenerasyonlari incelenmistir.

Siirglin nod eksplantlari ile yapilan ¢alismada, en iyi sterilizasyon basaris1 %
1’lik HgCly nin kullanildig1 yontemde % 78.6 olarak elde edilmistir. Sterilizasyon
sirasinda eksplantlarda goriilen en az kararma orani ise % 30,4 ile 1 saat fungusit,
30 dk askorbik asit (100 mg/ L) + sitrik asit (50 mg/L) iceren soliisyonda
bekletildikten sonra % 1’lik NaOCl’de birakilan yontemde saglanmustir.
Arastirmada besin ortamlarina gore eksplantlarin kararma yiizdeleri de
incelenmistir. 0.1 mg/L. BAP (benzilaminopurin) igeren MS (Murashige & Skoog,

1962) ortaminda kararma gozlenmemistir.

Besin ortamlarina gore nod eksplantlarinda en yiiksek siirgiin olusumlari;
Genotip 1 i¢in % 30.7, genotip 2’de % 6.7, Genotip 3’de % 7.6 olarak
gerceklesmistir. Genotip 1’°de siirglin olusumlar en iyi 0.2 mg/L BAP, 50 mg/L
malt ekstrakti, 20 mg/L adenin siilfat, 1000 mg/L NH4NO3, 2500 mg/L KNO;
iceren modifiye MS ortaminda elde edilmistir. Genotip 2°de 0.1 mg/ L IAA ve 5
mg/L GAgs igeren B5 ortamina alinan eksplantlarda % 6.7 oraninda dogrudan

koklii stirgiin meydana gelmistir.
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Tim Kkiiltiirler, floresan 1s18inda 4.000 lux aydinlatma altinda, 16 saat

aydinlik/ 8 saat karanlik periyotta ve 24 + 2 °C sicaklikta tutulmustur.

Anahtar sozciikler: Rosmarinus officinalis L., biberiye, sterilizasyon basarisi,

kararma, siirgiin, kok, rejenerasyon, in vitro.
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ABSTRACT

RESEARCHS ON IN VITRO CLONAL PROPAGATION OF
ROSEMARY (Rosmarinus officinalis L.) PLANTS

ERME, Yunus
M. Sc. in Bioengineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL

January 2013, 50 pages

In this thesis, in vitro clonal proliferative potential of the plant Rosmarinus
officinalis L. belonging to three different genotypes which possess a great
importance from a medical perspective, has been investigated. To initiate in vitro
culture from Nod explants, it was attempted to establish sterilization procedures
and to solve darkening problems occurring in tissues by using different
sterilization methods. Besides, regenerations of Nod explants in vitro culture
conditions were examined by using different nutrient media.

In a study carried out by using shoot nod explants, the best successful
sterilization was obtained as 78.6 % in the method where HgCl, of 1 % 1was used.
The least darkening rate (30.4 %) seen in explants during sterilization has been
achieved through the method placed in NaOCI of 1 % after placed one hour in
fungusit, 30 minus in solution containing ascorbic acid (100 mg/L) and + citric
acid (50 mg/L). In research explants’ darkening rates according to nutrient media
were investigated. Darkening has not been observed in MS (Murashige & Skoog,
1962) media containing 0.1 mg/L BAP (benzilaminopurin)

According to nutrient media the highest shoot formation in nod explants are
as follows; 10-30.7 % for genotype 1, 6.7 % for genotype 2 and 7.6 % for
genotype 3. In genotype 1, 0.2 mg/L BAP has been obtained in modified MS
media containing 50 mg/L malt extract and 20 mg/L adenin sulfate. (Modified MS
media contains 1000 mg/L NH4NO3, 2500 mg/L KNO3 except CaCL, and myo-
inositol). In genotype 2, in explants taken from B5 media containing 0.1 mg/L
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IAA ve 5 mg/L GA3 a direct rooted shoot occurred at a rate of 6.7%. But in
genotype 3 the best shoot formation with 7.6 % occurred in modified White media
containing 2.5 mg/L BAP and 1 g/L active carbon (modified media contains 1 g/L
NH;NO3, 2500 mg/L KNO3).

All cultures were kept under fluorescence light of 4.000 lux, during periods
of 16-hour brightness/8-hour darkness at a temperature of 24 + 2 °C.

Key words: Rosmarinus officinalis L., rosemary, sterilization success, browning,
shoot, root, regeneration, in vitro.
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1. GIRIS

Lamiaceae familyasina dahil olan Rosmarinus officinalis L. (kusdili,
biberiye, hasalban, akpiiren), ¢ok eskiden beri kiiltiirii yapilan ve esas kokeni
Akdeniz Bolgesi olan bir bitkidir. Biberiye bitkisi 50-100 cm yiikseklikte, ¢ali
goriinimiinde, yapraklarint dokmeyen, soluk mavi renkte ¢igeklere sahip, her
daim yesil ¢cok yillik bir bitkidir (Baytop, 1984) (Sekil 1).

Tiirkiye’nin batit ve giiney kiyillarinda dogal olarak yetismekle birlikte
yaygin olarak Canakkale, Mersin, Adana, Tarsus, Hatay illerinde 6zellikle Mersin
ve Adana yoresinde maki florasi igerisinde, orman i¢i bosluklarda, tarla ve {iziim
baglart kenarlarinda, koruma altindaki agaglandirma sahalar1 igerisinde genis
yayilim gostermektedir. Tirkiye’de biberiyenin kiiltiirii yapilmamasina ragmen
Fransa, Italya, Ispanya, Portekiz, Yunanistan gibi iilkelerde ekimi ve kiiltiirii

yaygindir (Malayoglu, 2010).

Sekil 1.1. Rosmarinus officinalis L. genel goriiniisii

Rosmarinus officinalis L., yapraklarinin antioksidan 6zelliklerinden dolay1
en yiiksek antioksidan aktiviteli baharatlardan biri olarak kabul edilmektedir.
Baharat olarak kullanilmasimin yani sira, giiglii antibakteriyel ve antimutajenik
Ozelliklerinden dolay1 tibbi amagli olarak degerlendirilebilmektedir (Wang et al.,
2008).



Biberiye bitkisinden % 1-2.5 arasinda ugucugu yag clde edilmektedir. Bu
ucucu yagda temel olarak %?20-25 arasinda 1,8-cineole, %15-25 arasinda o-
pinene, %10-25 camphor ve diger ¢esitli oranlarda borneol, isobutyl acetate,
camphene, limonene, linalool, 3-octanone, terpineol, verbenol, apigenin,
diosmetin, diosmin flavonoidleri, rosmarinik asit ve diger fenolik asitler,
diterpenler, rosmarisin, ursolik asit, oleanolik asit ve tiirevlerini igermektedir.
(Khare, 2007).

Biberiyede lezzet verici temel bilesik cineol’diir. Bunun yaninda borneol,
linalool, eucalyptol, camphor, bornyl acetate, o-pinene, camphene, sabinene,
phellandrene ve a-terpinen de diger lezzet verici bilesiklerdir. Ayrica bunlardan
karnosik asit, karnosol, rosmarinik asit ve rosmanol antioksidan oOzelliklere
sahiplerken; borneol, 1,8-cineole, camphor ve bornyl asetat gidalarin
korunmasinda kullanilan bilesiklerdir (Sasikumar, 2004).

Biberiye bitkisinin ham, kurutulmus veya ezilmis olarak pazarlama olanagi
bulunmaktadir. Ege Ihracatcilar Meclisi’nin verilerine gére 2011 yilinda Ege
Bolgesi’nden ihra¢ edilen toplam biberiye miktart 627.000 tona ulasmis ve
bundan iilkemize 1.557.000 dolar doviz girdisi saglanmistir. Bu rakamlarda
Tiirkiye’den ham olarak ihra¢ edilen biberiye miktar1 yaklasik 94.000 bin ton
olarak gerceklesirken, ezilmis ve Ogiitiilmiis olarak ihra¢ edilen biberiye miktari
ise toplam 533.000 ton olarak gergeklesmis ve bundan 1.314.025 dolar gelir elde
edilmistir. Ezilmis ve 6giitlilmiis olarak yapilan bu ihracatin biiyiik bir kism1 Ege
Serbest Bolge’de gerceklesmistir (Ege Ihracatci Birlikleri, 2012).

Biberiye bitkileri tiir icerisinde yaprak ve ugucu yag verimi ve 6zellikle de
ucucu yagindaki etken maddeler acisindan ¢ok farkliliklar gosterebilmektedir.
Boyle iistiin niteliklere sahip bireyleri klonlayarak yapilan ¢aligmalarda giiniimiize
kadar ¢elikleme yontemi kullanilmigtir. Ancak bu sekildeki tiretimlerde bitki
kisimlar biiylik parcalar halinde degerlendirilmektedir. Boylelikle belli 6zelliklere
sahip bir bitkiden fidan tiiretimi de belli sayilarda yapilabilmektedir. Ayrica
bitkilerin tohumla iiretiminde yiiksek oranda heterojenlik bulundugundan ve
celikle tretimde de cesitli fungus, virlis ve bakteri zararlilar1 verim ve kalitede
kayiplara yol agtigindan sayica flretim kisitlanmaktadir (Dogu Akdeniz

Ormancilik Aragtirma Miidiirliigi, 2010).

Bir tek bitkiden vejetatif olarak ¢ogaltilan ve ayni genotipi tasiyan bitkiler

grubu bir “klon” olusturmaktadir. Giiniimiizde geleneksel yontemlerle vejetatif



iiretimi yavas, zor hatta imkansiz olan bazi bitkilerin klonal ¢ogaltimi in vitro
kiiltirlerde saglanabilmektedir. Ayrica, mikroiiretim, mevsime bagli olmadan
kontrollii kosullarda yil boyunca yapilabilmektedir; ve ¢ogaltim potansiyelinin
fazlaligi, stok bitkilerin muhafaza edilebilmesi, yer ihtiyacinin az olmasi, olumsuz
hava kosullarina, hastalik ve zararlilara karsi korunma gibi avantajlar1 da vardir
(Sokmen ve Giirel, 2001).

Giliniimiizde sentetik maddelerin kullaniminin bir takim yan etkilerinin
olmasi, ozellikle ila¢ ve besin sanayinde, dogal {iriinlere karsi talebi arttirmaktadir
(Sokmen ve Giirel, 2001). Bitkisel kokenli dogal tiriinlerin elde edilmesinde, bitki
doku ve hiicre kiiltiiri yontemleri ¢evresel etkenlerden (iklim, mevsimsel
kisitlamalar) etkilenmeden, doga tahribati engellenerek, daha sabit kalitede ve

verimlilikte liretimleri agisindan uygun bir secenek olarak goriilmektedir.

Calismamizda; ugucu yag oraninin ve drog yaprak veriminin yiiksek oldugu
saptanan biberiye klonlarinin in vitro kosullarda ¢ogaltimina yonelik olarak; farkli
yiizeysel sterilizasyon yoOntemleri kullanilarak kontaminasyon ve degisik
uygulamalarla da kararmalarin Onlenmesi hedeflenmis, daha sonra da

eksplantlardan siirgiin ve kok rejenerasyonlarinin elde edilmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1.Bitkisel Ozellikleri

Biberiye bitkisinin govdesi lifsi yapida, ince, narin, ¢ok dalli ve diktir. Geng
dallart dort koselidir. Yapraklart karsilikli, sapsiz ve kulakgiksizdir. Yapraklari
cam yapraklarina benzer. Yaprak ayasit uzunca, oldukca etli, list tarafi tiiysiiz,
koyu renkli; alt tarafi ise cok tiiyli ve beyazimtrak yesil renklidir. Yaprak
kenarlar alt tarafa dogru kivrik olup kisin yapraklarini dokmez. Yapraklar dil
seklinde, 2-3 ¢cm uzunlukta, 2-4 mm genisliktedir. Yaprak ayast derimsi, dar,
seritsi veya mizraksidir. Taban kismi ¢ok kisa sap seklinde daralmistir (Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2012) (Sekil 2).

Sekil 2.1. Rosmarinus officinalis L. gévde ve yapraklari

Cigekleri, dallarin ucunda ve yaprak koltuklarinda kiigiik topluluklar
halindedir. Biitiin sene ¢igeklidir ve ¢igekleri bir eksen iizerinde salkim
seklindedir. Canak yapraklart tiip seklinde, iki dudakli ve ¢ok tiiyliidiir. Tag
yapraklar1 da tiip seklinde ve iki dudakhidir. Cigekleri mavimsi beyaz, mor ve
eflatun renklidir. Ust dudakta iki dar lop, alt dudakta {i¢ dar lop bulunur. Alt
dudagin orta lobu digerlerinden daha biiylik ve gukurdur. Stamenler iki tanedir.
Filament, korolla tiipinden daha uzun, kivrik, mor renklidir ve tabaninda kiigiik
bir dis yapisinda ¢ikintis1 vardir. Disi organ iki karpelli, stilusu uzun ve kivrik,
stigmasi iki parcalidir. Cigeklerinde nektarium bulunur. Meyvesi esmer, kiiclik
findiks1 yapidadir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2012) (Sekil 2.2).



Sekil 2.2. Rosmarinus officinalis L. ¢igegi

2.2. Tibbi Ozellikleri

Biberiye bitkisi genel olarak sindirim, dolasim problemleri, kabizlik, idrar
yollar1 enfeksiyonlari, noralji, depresyon, halsizlik, unutkanlik, uykusuzluk,
egzama, siyatik, seliilit, sa¢ dokiilmesi, romatizma, kas agrilari, hafif spazmlar,
kolestrol, karaciger, migren, seker, astim, bronsit, nefes darligi, kansizlik, agr,
diseti iltihaplar1 ve yara tedavisinde kullanilmaktadir. Ates diisiiriicii ve idrar
soktiiriicii etkiye sahiptir. Gida, baharat, parfiimeri, aromaterapi ve kozmetik
sanayinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitlisti Midiirligi, 2012).

Bitkinin ¢i¢ek ve yapraklarindan elde edilen ugucu yaglar anti-inflamatuar,
kanamay1 durdurucu, antiseptik, mideyi iyilestiren ve karminatif etkiye sahiptir.
Ayrica haricen dolagim bozukluklarina kars1 da kullanilmaktadir. Cigekli kisimlari
ve yapraklar1 karminatif ve diiiretik etki gosterirken, biberiye kullanilarak yapilan
buhar banyosu romatizma ve kaslari rahatlatmaktadir. Yapraklar, hazimsizlik
problemlerine, romatizmal hastaliklara ve dolasim problemlerine kars1 yardimci
tedavi olarak kullanilmaktadir. Karaciger ve safrada iyilestirmelere yol
acmaktadir. Farelerde yapilan caligmalarda biberiyenin etanolik ekstrakti ve
esansiyel yagimn ilaglarin neden oldugu karaciger toksisitesini azalttig1 ve kemik

iligi hiicrelerini baskiladig1 gosterilmistir (Khare, 2007).

Biberiyinin anti-inflamatuar etkisi rosmarinic asit, ursolic asit ve apigenin
araciligi ile saglanmaktadir. Flavonoidler arasinda disomin, kilcal damar
kirilganligina karst rutin’den daha etkilidir (Rutin, quercetin ve rutinose’dan

olusan bir flavanoid). Biberiye yapraklarindan ve ugucu yagindan izole edilen



fenolik fraksiyon antioksidan aktiviteye sahiptir. Yapraklarinin preslenmesiyle
elde edilen suyu Staphyloccocus aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis’e
kars1 giiclii antibakteriyel etki gostermektedir. Boraks ile birlikte infiizyon halinde
sa¢ dokiilmesine karsi sa¢ yikamada kullanilmaktadir. Kekik, lavanta ve sedir
agacindan elde edilen esansiyel yaglarla birlikte biberiye yaginin kismi kellige
karst 7 ay boyunca uygulamasi sonrasinda %44 oranininda sac¢ gelismesi
saglanmistir (Khare, 2007).

Biberiye bitkisi antioksidan Ozelliklerini  siiperoksit radikallerinin
tutulmasini, lipidlerin antioksidasyonun saglanmasi ile ve metallerin selatlanmasi
yolu ile gergeklestirmektedir. Deodorize edilmis sivi, monoherbal veya poliherbal
form olarak ticari antioksidan formulasyonlar1 bulunmaktadir (Sasikumar, 2004).

Yukarida da belirtildigi gibi birgok 06zellige ve kullanim alanina sahip
biberiye Lamiaceae familyasinin en 6nemli bitkilerinden birisidir.

2.3. Biberiye ile Tlgili Yapilan Cesitli Calismalar

Guillen et. al. (1996), Ispanya’da endiistriyel amach Kkiiltiirii yapilan
Rosmarinus officinalis L., Salvia lavandulifolia V., ve Lavandula latifolia M. nin
esansiyel yag igeriklerini belirlemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore biberiyenin
esansiyel yag icerigi daha once calisilan biberiye bitkilerinden lezzet anlaminda
daha zengin ve kompleks oldugunu belirlemislerdir. Ayrica farkli cografik
bolgelerdeki biberiyelerin esansiyel yaglar ile karsilagtirildiginda ortalama o-
pinen ve 1,8-cineole miktarina sahip olduklari, ancak daha yiiksek oranda
camphor, verbenon ve linalool igerdikleri gosterilmistir. Buna gore en biiyiik
yiizde olarak terpen hidrokarbonlar1 (%51) ile oksijen terpen tiirevleri (%41)
kayda deger miktarlardir. Ayrica bazi ester tiirevleri (%?2), seskiterpen (%2) ve
diterpen hidrokarbonlar da (%0.3) belirlenmislerdir. Temel bilesen olarak
campbhor, a-terpinene ve 1,8-cineole bulundugu belirtilmistir.

Munne-Bosch and Alegre (2000a), tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada,
biberiye bitkisi kuraklik stresine maruz birakilmistir. Sonuglara gore bu stres
kosullar1 boyunca a-tocopherol miktarinin birim kuru agirliga gore 9 kat, birim
klorofil miktarina gore de 20 kat arttigi bildirilmistir. Lutein ve [-carotene
miktarinin kuru agirlik temelinde azalirken, birim klorofil miktarina gore lutein
miktariin %80 arttig1 ve beta-karoten miktarinin ise sabit kaldig1 belirlenmistir.

Ksantofil dongiisiiniin de-epoksidasyonunda gecici ve siirekli artis gdzlenmistir.



Son olarak karnosik asidin oksidasyonu sonucu yiiksek oranda okside olmus
abietan diterpen izorosmanol miktarmin 8 kat arttigin1 da belirlemislerdir.
Sonbahar yagmurlar1 ile birlikte, ilk olarak su durumu, a-tocopherol ve
violaksantin miktar1 normale gelirken daha sonra fotosentetik pigmentler ve

abietan diterpenler ikincil olarak artmistir.

Barselona’da (Ispanya) bulunan ve Akdeniz ikliminde dogal olarak biiyiiyen
biberiye yapraklarindaki fenolik diterpenlerin olusumunu arastirdiklar1 ¢alismada
Munne-Bosch et al. (2000b), yaz aylar1 boyunca diisiik yagmur ile birlikte yliksek
giines 1s18m1n bitkide su ve 1s1k stresine neden oldugunu bildirmislerdir. Temel
diterpenlerden carnosic asit ve carnosol miktarinin en yiiksek oldugu donem kis
boyunca gozlemlenirken, en diisiikk miktarin yaz doneminde oldugu bildirilmistir.
Diger tiim diterpenlerin miktar1 ise mevsimsel doneme gore degistigi
gbzlenmistir. Karnosik asit miktar1 yapraklarin bagil su miktari ile iligkili olarak
artarken, artan gilines 15181 ve sicaklikla birlikte azalma gostermistir.11,12-di-O-

metilizorozmanol ilk defa biberiye yapraklarinda tespit edilmistir.

Lahlou and Berrada (2003), ii¢ farkli biberiye kemotipinden elde ettikleri
esansiyel yaglari, Pediculus humanus capitis bitinin sirkelerine in vitro olarak
uygulayarak niticidal (sirke Oldiiriicli) etkisini arastirmislardir. Kemotip 1’in
(Tabat kokenli) esansiyel yaginin en etkili oldugu, bunu sirasiyla kemotip 2
(Errachidia kokenli) ve kemotip 3’lin (Oujda kokenli) esansiyel yaglari izlemistir.
Bu kemotiplerin esansiyel yaglarimin kimyasal analizleri farklilik gostermistir.
Belirlenen temel bilesikler arasinda alkolik ve ketonik bilesikler, sirkeler tizerinde
en etkili olanlar1 olarak tespit edilmislerdir. Gozlemlenen nitisidal aktivitedeki
farkliliklar, kullanilan teknik ve test edilen esanasiyel yaglarin kimyasal
kompozisyonu ile iliskili bulunmustur. Bu kemotiplerin cografi dagilimlart da
esansiyel yaglarmin kimyasal yapilarindaki farkliliklara neden oldugu
bildirilmistir.

Giilbaba ve Ozkurt (2002), Adana ve Mersin yoresinde biberiye iiretimi
yapilabilecek sahalarin belirlenmesi amaciyla, biberiyelerin ugucu yag ile kuru
yaprak verimlerinin ve bunlarin mevsimsel degisimlerinin belirlenmesi, en uygun
hasat zamaninin saptanmasi ve bu tir {izerine ileride yapilacak 1slah
calismalarinin temelini olusturacak bilgilerin iiretilmesini amaglamislardir. En
yiikksek kuru yaprak verimi Dedeler/Tarsus popiilasyonunda % 2.38 oraninda
nisan ayinda bulunmustur. En diisik yag verimi ise Ziyarettepe/Karaisal

poplilasyonunda % 1.51 oraninda temmuz ayinda bulunmustur. Yag verimlerinin



mevsimsel olarak degisimleri 6nemli bulunmakla beraber, ekim ayinda genellikle
diisik bulunmustur. Kuru yaprak verimi olarak da en fazla Tarsus/Aladagl
poplilasyonunda ekim ayinda, en diisiik (% 25.48) ise Camtepe/Yumurtalik
popiilasyonunda yine ekim ayinda bulunmustur. Yaprak verimi mevsimsel olarak

genelde nisan ayinda diisiik belirlenmistir.

Nartop (2005) Izmir kosullarinda yetisen ii¢ biberiye bitkisinin yaprak ve
sap eksplantlarinin 6ncelikle aydinlik ve karanlik kosullarda alti degisik besin
ortamindaki kallus olusturma potansiyellerini incelemistir. Yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilen yaprak ve sap parcalari, aydinlik ve karanlik kosullarda farkli
konsantrasyonda NAA igeren (Img/L, 3 mg/L, 5 mg/L) MS ve aym
konsantrasyonda NAA i¢eren WPM besin ortamlarinda kallus elde edilmek tizere
kiiltiire alindiklarinda, aydinlik kosullarin karanlik kosullara gére daha etkili
oldugunu belirtmistir. En hizli biiylimenin aydinlik kosullarda sap eksplanti
iizerinde gelisen yesil kalluslarda goriildiigii ve ellialtinci glinde ilk agirliklarinin
16,4 katina ulastigi belirtilmistir. Ayrica 1 mg/L NAA igeren WPM sivi
kiiltiirinde suspansiyon kiiltiirlerinin  gelisimi de incelenmis ve yiiksek
performansli sivi kromatografisi analizlerinde tiim kallus 6rneklerinde karnosik
asit ve rosmarinik asidin tespit edildigi bildirilmistir. En yiiksek degerler karnosik
asit i¢in 116,71 ppm, karnosol i¢in 1,44 ppm ve rosmarinik asit i¢in 114,91 ppm

olarak saptamustir.

Zaouali et. al. (2005), Tunus’ta farkli bolgelerde bulunan on dort yabani
biberiye popiilasyonundaki esansiyel yag miktarlar1 belirleyerek karakterize
etmiglerdir. Populasyona gore degismekle birlikte, toplam bilesiklerin %93.68-
98.77’ni olusturan 25 bilesik tanimlanmustir. 1,8-cineole (%20.34-45.79),
camphor (% 8.5-30.17), a-pinene (% 6.53-13.1) ve borneol (% 3.73-25) belirlenen
temel bilesiklerdir. Ayrica bilesiklerin ortalama yiizdesi popiilasyonlar arasinda
onemli oranda degismektedir; a-pinen, 1,8-cineole popiilasyonlarda farklilagan
temel bilesenlerdir. Ayrica bilesenlerin orant ve dogasi popiilasyonlarin
biyoklimatik agamalarma gore degismektedir ve derin farkliliklar belirlenmistir.
Ust kurak biyoklimada bulunan ve Rosmarinus officinalis var troglodytorum un
temsil ettigi popiilasyonda yiliksek oranda a-pinen, kamfor ve diisiik oranda 1,8-

cineole belirlenmistir.

Yesil-Celiktas ve ark. (2007a) Canakkale, Izmir ve Mersin’den dort farkli
zamanda yabani biberiye popiilasyonlarindan aldiklar1 biberiye orneklerine
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu uygulamig ve in vitro antioksidan



aktivitelerini incelemislerdir. Aktif bilesenlerin miktarlarindaki ¢esitliligin farkli
mevsim ve cografi bolgelere gore degistigini belirlemisleridir. Bilesenlerin
miktarlar1 Aralik 2003 ve Eyliil 2004’te en yiiksek olarak belirlemislerdir. Ayrica
Eylil ayinda toplanan bitkilerin diger zamanlarda toplanan bitkilere gore daha
yiiksek aktif bilesen icerdigi ve daha iyi antioksidan kapasitesine sahip olduklar
gosterilmistir. Bolgelere gore degerlendirildiginde Mersin bolgesinden toplanan
bitkilerin daha i1yi antioksidan aktivitesi ile sonu¢lanan daha yiiksek toplam fenol
ve aktif bilesene sahip oldugu belirlenmis ve ayrica gida endiistrisi i¢in potansiyel

degerleri gosterilmistir.

Yesil-Celiktas ve ark. (2007b) yilin dort farkli zaman araliklarinda ve ii¢
farkli bolgeden topladiklari biberiyelerin metanolik ekstraktlar1 ve esansiyel
yaglariin antimikrobiyal aktivitelerini Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Klensiella pneumonia, Enterococcus feacalis,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis ve Candida
albican’a kars1 test etmislerdir. Sonugta biberiyeden elde edilen esansiyel yaglar
minimum inhibitér miktar1 (MIC) olarak etki etmistir. Sonuglar test edilen
bakterilerin esansiyel yaglara karsi hassas ve metanolik ekstraktlara kars1 kismi
olarak hassas olduklarini gostermistir. Test edilen bakterilere karsi, esansiyel
yaglarin antimikrobiyal etkisi bitkilerin toplandig1 bdolgelere ve mevsimsel

degisiklere gore farkl sekillerde gerceklestigini belirtmislerdir.

Gachkar et. al. (2007) Iran’da biberiye ve kimyon bitkilerinin esansiyel
yaglarinin kimyasal analiz ve biyolojik etkilerini belirlemislerdir. Cuminum
cyminum (kimyon) % 29.1 a-pinene, % 17.9 1,8-cineole ve % 10.4 linalool
icerirken, R.officinalis % 14.9 a-pinene, % 7.43 1,8-cineole ve % 14.9 linalool
icermektedir. Kimyonun esansiyel yagi E.coli, S.aureus ve L.monocytogenes’e
kars1 R.officinalis’in esansiyel yagindan daha iyi antimikrobiyal etki gosterirken,
biberiyenin radikal tutma kapasitesinin ve antioksidan 6zelliginin kimyondan daha

1y1 oldugunu bildirmiglerdir.

Wang et. al. (2008), Rosmarinus officinalis L’den elde ettikleri esansiyel
yagin in vitro antioksidan aktivitesini kendi temel bilesiklerinin (1,8-cineole, -
pinen, B-pinene) antioksidan aktivitesi ile karsilagtirmislardir. Esansiyel yag (GC-
MS) analizinde 19 bilesik belirlemislerdir ve bu bilesikler yagin % 97.27’sini
igermektedir. Bunlar % 27.23 1,8-cineole, % 19.43 a-pinene, % 14.26 camphor,
% 11.52 kamphen, % 6.71 B-pinene icermektedir. R.officinalis esansiyel yaginin
DPPH testine serbest radikalleri tutma aktivitesi % 62.45, 1,8-sineol’iin % 47.7, a-
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pinene’in % 45.61 ve B-pinene’in % 46.21 olarak belirlenmistir. 3 -karoten
testinde ise esansiyel yagin % 50 inhibisyon degeri (ICsp) % 2.04, 1,8-cineole’iin
% 4.05, a-pinene’in % 2.28 ve B-pinene’in % 2.56 olarak belirlenmistir. Genel
olarak esansiyel yagin, kendi bilesiklerine gore her iki test sisteminde de daha iyi
aktivite gosterdigini belirtmislerdir ve test edilen Orneklerin antioksidan

aktivitelerinin miktar ile iligkili oldugunu gostermislerdir.

Sonmez (2008) Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan alt1 farkli biberiye
popiilasyonunun bazi agronomik ve teknolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla
gerceklestirdigi ¢alismasinda, 2005 yilindaki gozlemlere gore ortalama olarak
bitki boylarini 35,5-43 cm, herba verimini 529,42-879,56 kg/da, drog herba
verimini 177,33-309,43 kg/da, drog yaprak verimini 123,87-218 kg/da ve ugucu
yag oranint % 0,64-1,8 araliginda saptamustir. 2006 yilinda ise bitki boylarinin
49,5-59,9 cm, yesil herba veriminin 2796,23-3875,26 kg/da, drog herba veriminin
657,82-901,29 kg/da, drog yaprak veriminin 940,92-1193,84 kg/da ve ugucu yag
oranmin da % 0,59-2,72 arasinda degistigini ifade ederek, ugucu yagn
bilesiminde ise ilk y1l 1,8-cineole, camphor ve borneol, ikinci yil ise 1,8-cineole,

a-pinen, camphor ve borneol oranlarini yiiksek olarak belirlemistir.

Szumny et. al. (2010) kurutma metodunun Rosmarinus officinalis’in ugucu
bilesiklerine olan etkisini degerlendirmislerdir. Test edilen kurutma metodlar
konvektif (K), vakum-mikrodalga (VM), konvektif 6n kurutma ve vakum
mikrodalga son kurutma (K-VM) Dberaber gergeklestirilmistir.  Taze
biberiyelerdeki (135 g/kg) ucucu yag miktar1 her iki kurutma metodunda da
onemli oranda azalmistir (K i¢in 87,2 g/kg, VM i¢in 61,9 g/kg). K-VM ile
kurutma metodunun ise daha kisa kurutma siiresi (30 dk) ve aroma kalitesinden

dolay1 en iyi yontem olarak belirlenmistir.

Zaouali et. al. (2010) Tunus’da farkli biyoklimalarda endemik olarak
biiyliyen iki farkli biberiye g¢esidinin (Rosmarinus officinalis var. typicus ve
var.troglodytorum) esansiyel yag igeriklerini GC ve GC-MS yontemleriyle
belirleyerek, esansiyel yaglarin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini
incelemislerdir. Yaglarin kimyasal igeriklerinde tespit edilen cesitliligin farkl
biyoklimalardan ziyade farkli c¢esitlerden kaynaklandigim1 saptamislardir. 1,8-
sineol (%47,2-27,5) ve kamfor (%12,9-27,9) var. typicus ve var.
troglodytorum’un temel bilesikleri olarak saptanmislardir. Test edilen bakterilere
kars1 yaglarin orta derecede etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica var.
troglodytorum’dan elde edilen yagin, var. typicus’dan daha yiiksek bakterisidal
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aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. En yiiksek antioksidan aktivitesi var.
troglodytorum’da ve yukar1 yari-kurak alanlardaki var. typicus popiilasyonlarinda
tespit etmislerdir.

Napoli et. al. (2010) Sicilya’da bulunan yabani biberiye bitkilerinden elde
ettikleri esansiyel yaglarin kantitatif ve kalitatif analizlerini ger¢eklestirmislerdir.
Sonuglara gore hidrokarbon ve oksijenli formda monoterpenler en yiiksek orana
sahip bilesikler olarak tespit edilmislerdir. Ayrica genel olarak sineoliferum,
verbenoniferum ve kamforiferum kemotiplerine ayrilan biberiye esansiyel
yaglarinin bu ¢alismanin sonuclarina gore Sicilya’daki yabani biberiyelerin
¢ogunun sineoliferum kemotipinde siiflandirilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Beretta et. al. (2011) italya’da a-pinen kemotipindeki organik bir biberiye
cesidini li¢ farkli gelisimsel evrede (¢i¢eklenme, ¢igeklenmeden sonra ve vejetatif
evrede) toplayarak esansiyel yag analizlerini gerceklestirmislerdir. Yaglarin
radikal tutma kapasitesi (ICsq) 36,78+0.38, 79,69+1,54, 111,94+2,56 uL ve anti-
lipoperoksidan aktivitesi (TBARS, 1Csp) 0.42+0.04, 1.20+0.06 uL, 4.07+0.05uL

olarak belirlenmis, her {i¢ evrede de oldukga farkli degerler elde edilmistir.

2.4. Biberiye ile Tlgili Yapilan Doku Kiiltiirii Calismalar

Biberiye bitkisinin doku kiiltiirii ile ile ilgili yapilan ¢aligmalar, genel olarak
mikrogogaltim ve sekonder metabolit elde edilmesi olarak ikiye ayrilabilmektedir.
Ozellikle mikrogogaltim veya klonal ¢ogaltim ile ilgili yapilan ¢alismalar ¢ok az
bulunmaktadir.

Banthorpe et. al. (1984), tarafindan iki yillik biberiye ve lavanta
kalluslarindaki ve bu kalluslardan rejenere edilen siirgiinlerin monoterpen
ozelliklerini ana dokudaki monoterpen 6zellikleri ile karsilastirmiglardir. Cesitli
ortam, 151k ve sicaklik rejimleri altinda biiyliyen kalluslarda veya ortam iginde
belirlenebilir bir monoterpen birikimi gézlememislerdir. Bu kalluslardan rejenere
olan siirglinlerde ise ana dokudaki karakteristik monoterpenleri depoladiklar
goriilmistiir. Ayrica yaklagik 10 altkiiltiirlemeden sonra (yaklasik 8 ay) bazi

alkan’larin biriktigini belirlemislerdir.

Misra and Chaturvedi (1984) biberiye bitkisinin doku kiiltiirii yontemi ile
klonal ¢ogaltimi yapilmasi amagladiklar1 ¢aligmada, Rosmarinus officinalis’in
genuina g¢esidinin erectus formunun tek nod govde segmentlerinden klonal

cogaltim1 gerceklestirmislerdir. Yaklasik 2 cm uzunlugundaki nod ve siirgiin
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uclari, arazide biiyiiyen bitkilerden alinmis ve kesik uglar1 erimis parafinle
kaplanarak dnce sivi deterjan Teepol’da (% 5)’de 5 dk ¢alkalandiktan sonra 2 sn
%95’lik alkolde bekletilmistir. Daha sonra % 0.1°lik HgCl,’de siirgiin uglar1 3-5
dk, nod eksplantlar1 5-10 dk bekletilerek yiizey sterilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Yiizey sterilizasyonundan sonra ug¢ kisimlardan yaklasik 2
mm uzaklastirilarak ii¢ kez steril sudan gecirilerek durulanmislardir. Kiiltiir
baslatilmasinda 0,1 mg/L IAA, 5.0 mg/L GAs, 5.0 mg/L askorbik asit ve 20 mg/L
glutatyon iceren White (1943) ortami kullanmiglardir. Siirgiin ¢ogaltimi i¢in 10
mg/L adenin siilfat, 0.1 mg/L IAA, 50 mg malt ekstrakt ve 20 mg/L silikroz igeren
iki farkli modifiye MS ortami kullanilmistir. Ayrica aseptik olarak biiyiiyen
bitkilerden alinan siirgiin uclarindan rejenerasyonun tesvikinde BAP’1n daha iyi
sonu¢ verdigini gostermislerdir. 0.2 mg/L. BAP’1n 30 giin i¢inde eksplant basina
en fazla 14 siirgiin tomurcugu sayisi elde etmislerdir. Daha sonra 0.25 mg/L
indolpropiyonik asit i¢ceren ortamda 7 giin iginde kdklenme saglanmistir. In vitro
olarak elde edilen bitkicikler daha sonra basarili bir sekilde topraga

aktarilmislardir.

Misra and Chaturvedi (1991) biberiye yapraklarinda kaulogenesis (kallustan
siirglin rejenerasyonu) tesvikinde besin ortamindaki sitokininle birlikte anorganik
tuzlarm etkinligini arastirmislardir. Sonugta biiyiime hormonu yaninda NH4NO;
ve KNOg3’1n siirgiin farklilagmasi igin gerekli oldugunu gdstermislerdir. Optimum
stirgiin farklilagmasi i¢in minimum miktarlarda 6-benzylaminopurine (BAP) ve
indol-3-asetik asit (IAA) gerektigini bildirmislerdir (0.25 mg/L ve 0.1 mg/L).
1000 mg/L NH4NO3 ve 1500 mg/L KNOj3 en iyi miktarlar olarak belirlenmistir.
Benzer olarak CaCl, hari¢ diger tiim organik tuzlar siirgiin farklilagmasi igin
gerekli bulunmustur. Siirgiin farklilagsmasinin CaCl, varliginda engellendigini
belirtmislerdir. Yapraklarin bazal petiyolar kisimlar1 en fazla rejeneratif
potansiyele sahip kisimlar olarak tespit edilmistir. Yapraklardan rejenere edilen
bitkiler sera kosullarinda toprakli saksida normal olarak gelisimlerini

siirdlirmiislerdir.

Yang et. al. (1997) biberiye bitkisinde yiiksek rosmarinik asit i¢eren klonal
hatlarin seleksiyonu icin doku kiiltiirii yontemi ile mikrobiyal elisitdr olarak
Pseudomonas sp. F susunun kullanildigi bir calisma gergeklestirmislerdir.
Heterozigot biberiye tohumlarindan in vitro olarak ¢imlenen bitkiciklerden alinan
eksplantlar en iyi 1 mg/L benziladenin ve 2 mM prolin iceren Murashige ve
Skoog ortaminda ¢ogaltilmistir. Daha sonra buradan elde edilen siirgiinlerdeki

sekonder metabolit iiretimini arttirmak igin Pseudomonas sp. F susu ile inokiile
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edilmislerdir. Hizli biiyliyen ve mikrobiyal elisitoriin tesvik ettigi yiiksek
rozmarinik asit iceren klonal hatlar se¢ilmistir. Bu yontemle 5 farkli klonal hat
izole edilmistir. Bu sekilde genetik olarak uniform fenotiplerin seleksiyonu
biberiye bitkisinden sabit kalitede fenolik antioksidanlarin iiretim potansiyelini
saglanabilecegini bildirmislerdir. Ayrica genetik olarak uniform klonal hatlar
mikrobiyal elisitorlere tepki olarak fenolik antioksidan ile iliskili biyosentetik

yolaklarin regiilasyonunu anlamak i¢in de kullanilabilecegini gostermislerdir.

Caruso et. al. (2000), biberiye bitkisinin yaprak ve nod segmentleinden elde
edilen kallus ve bu kalluslardan rejenere edilen siirgiinlerdeki karnosik asit
miktarini belirlemislerdir. Bes haftalik nodiiler yesil kalluslarin karnosik asit
icermesine ragmen, yesil olmayan, farklilasmamis ve karanlikta tutulan
kalluslarda karnosik asit saptanmamistir. Ayrica rejenere edilmis siirgiinlerin

koklerinde de karnosik asit tespit etmislerdir.

Kuhlmann and R6hl (2006), biberiye bitkisinin farkli kiiltiir tiplerini (stirgtin
kiiltiirti, kallus kiiltiirii ve hiicre siispansiyon kiiltiirli) olusturarak bunlarin
karnosik asit, karnosol ve rosmarinik asit biyosentezleme yetenegini
degerlendirmis ve aym1 klon bitkinin altkiiltiirlerindeki miktarlar1 ile
karsilagtirmiglardir. Almanya’da Riihlemann’s Krauter&Duftplanzen’den elde
ettikleri Rosmarinus officinalis cv. var. Hangin’in tohumlarini kullanmislardir.
Sonuglar 17 aylik arastirma siireci boyunca siirgiin ve siispansiyon kiiltiirlerinin
cesitli miktarlarda karnosik asit ve karnosol biriktirdigini, ancak siispansiyon
kiiltiirlerinde siirgiin kiiltiirindekinin 20-80 kat daha az oldugunu belirlemislerdir.
Stispansiyon kiiltiirde sadece karnosik asit ve karnosol belirlenebilmistir.
Stispansiyon kiiltiirdeki karnosik asit miktar1 kallus kiiltiiriinde belirlenen
miktardan ii¢ kat daha azdir. Siirgiin ve kallus kiiltiirlerinde tiretilen rosmarinik
asit miktar1 birbirine yakin olmasina ragmen siispansiyon kiiltiiriinde daha yiiksek
miktarda rosmarinik asit belirlenmistir. Ekstraktlardaki karnosik asit, karnosol ve
rosmarinik asit igerigi hiicre kiiltiir tiplerinin farklilasma derecesine bagl
oldugunu gozlemlemislerdir. Ekstraktlarin DPPH radikal tutma kapasitesi
Ozellikle rosmarinik asit olmak {iizere her {i¢ fitokimyasalin miktarina baghdur.
Esktraktlarin anti-enflamatuar 6zelligi temel olarak bunlarin karnosik asit icerigi

ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Yesil-Celiktas et. al. (2007c), biberiye bitkisinin gdvde eksplantlarindan
elde ettikleri kalluslar liyofilize ederek solvent ekstraksiyonu uygulamiglardir. 8

kallus ekstraktinin aktif bilesenleri HPLC ile analiz edilmis ve rosmarinic asit
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baskin bilesik olarak belirlenmistir. 1 mg/LL NAA igeren WPM ortaminda
biiyiiyen hiicrelerin 50 °C’de ekstraksiyonunda en yiiksek rosmarinic asit miktari
belirlenmistir (34,4 mg/g kuru agirlik). Ayrica kalluslarin antioksidan aktiviteleri
toplam fenol testi, DPPH radikal tutma aktivitesi ve troloks esdeger antioksidan
kapasitesi ile in vitro olarak belirlenmistir. Genel bulgulara gére 1 mg/L NAA
iceren WPM ortaminda yiiksek antioksidan aktivitesi ile birlikte yiiksek fenolik
miktar1 elde edildigi belirtilmistir.

El-Belgati et. al. (2011) biberiye kallus kiiltiirlerinin sekonder metabolit
tretimini ve antioksidan 6zellikleri arttirmak igin ¢esitli dozlarda y -radyasyonu
(0, 5, 10, 15 ve 20 G) uygulamislardir. Elde edilen verilere gore artan radyasyon
dozlarina tepki olarak antioksidan savunma enzim miktarinin da arttigi (APX,
CAT, SOD ve GR) ve kimyasal bilesiklerin modifikasyona ugradigim
gostermislerdir. Indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (AsA), toplam
¢Oziinebilir protein, toplam c¢Oziinebilir amino asit, toplam c¢oziinebilir seker
miktar1 ve PAL aktivitesi artan radyasyon dozlari ile pozitif iliskili bulunmustur.
Aragtiricilar sonug olarak yiiksek dozlardaki gama radyasyonunun biberiye kallus
kiiltiirinde toplam flavanoidleri ve toplam fenollerin sekonder metabolit

birikimlerini olumlu yonde arttirdigini bildirmislerdir.

Dong et. al. (2012) biberiye yapraklarindan kallus tesviki ve bitki
rejenerasyonunu etkileyen faktorleri arastirmak i¢in gergeklestirdigi ¢alismada
kiiltlir ortamindaki yliksek siikkroz miktarmin kallus tegvikini arttirdigin
gostermislerdir. En iyi kallus tesvik ortaminin %88.8 tesvik oran1 0.5 mg/L BAP,
0.5 mg/L NAA ve 50 g/L siikroz i¢ceren MS ortami oldugunu ve en iyi siirgiin
rejenerasyonu saglayan ortamin %50 rejenerasyon orani ile 1.5 mg/L BAP, 0.5
mg/L K ve 0.5 mg/L NAA igeren MS ortamininda elde edildigini bildirmislerdir.
0.8 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA ig¢eren MS ortaminda ise gelisim miktari
%300’den daha fazla oranda arttigin1 gozlemislerdir. % 65 koklenme orani ile 0.1
mg/LL. NAA iceren MS ortamimin koklenme icin en 1iyi ortam olarak
belirlemislerdir. Ayrica arastirmacilar eksplantlarin steril olmasina ragmen, diger
sterilizasyon bilesiklerle beraber % 75 etanol igeren soliisyonlarin eksplantlarin

Oliimlerine neden olduklarini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

Arastirmada materyal

olarak farkli

kokenli ¢ biberiye genotipi

kullanilmistir. Bu bitkilerden iyi gelisme gosteren ve yiiksek ugucu yaga sahip

olanlardan alinan siirgiin orneklerinden nod eksplantlar1 hazirlanmigtir. 1 ve 3

no’lu genotipler yiiksek ugucu yag oranina sahiptirler (Cizelge 3.1) (Sekil 3.1.a ve

b).

Cizelge 3.1. Kullanilan biberiye genotiplerinin kdkenleri

Ege Universitesi

Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Kokeni Ticari Firma Koleksiyonu Mersin kokenli Eshab-1 Keyf
Botanik Bahgesi
cesidi
Genotip 1 2 3

Sekil 3.1a: Rosmarinus officinalis ten alinan ornekler b: Eksplant haline getirilmis govde

segmentleri

3.2.Metod

Aragtirmada farkli genotiplerden alinan siirgiin nod eksplantlari c¢esitli

sterilizasyon yontemleri kullanilarak steril edildikten sonra siirglin gelisimi i¢in

degisik hormon kombinasyonlarina sahip White (1943), MS (Murashige ve
Skoog, 1962), B5 (Gamborg ve ark., 1968) ve VW (Vacin ve Went, 1949) besin

ortamlarina aktarilmiglardir (Cizelge 3.2). Olusan siirgiinler alt kiiltiirlemeler

yapilarak  gelistirilmeye

calisilmstir.

Besin  ortamlarinin  hazirlanmasi,
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eksplantlarin sterilizasyonu ve kiiltiire alinmasi ile ilgili yontemler asagida detayli

sekilde sunulmustur.

3.2.1.Besin ortamlarinin hazirlanmasi

Arastirmada mineral maddeler, vitaminler, bitki biiylime diizenleyicileri ve
agar igeren White, MS, B5 ve VW ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. White, MS, B5 ve VW ortam bilesenleri

Maddeler White (mg/L) MS B5 VW
NH;NO; - 1650 - -
KNO, 80 1900 2500 525
(NH4),SO, - - 134 500
K,SO, - - - -
Ca(NOs), 278,72 - - -
Ca(POy), - - - 200
MgSQO,.7H,0 736,5 370 250 250
MnS0O,.4H,0 6,5 22,3 10 0,075
ZnS0,4.7H,0 2,0 8,6 2,0 -
CuS0,.5H,0 - 0.025 0,025 -
H3BO; 15 6,2 3,0 -
KH,PO, - 170 - 250
Na,M00,.2H,0 - 0.25 0,25 -
NaH,PO,.2H,0 - - 150 -
CaCl,.2H,0 - 440 150 -

Kl 0,75 0.83 0,75 -
CoCl,.6H,0 - 0.025 0,025 -
myo-Inositol - 100 100 -
Tritriplex(Na,EDT - 37,3 37,3 37,5
FeS0O,.7H,0 2,5 27,8 27,8 27,5
Nikotinik asit 0,5 0.5 1,0 -
Pridoksin-HCI 0,1 0.5 1,0 -
Tiamin-HCI 0,1 0.1 10 -
Glisin 3,0 2,0 -
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Ortam Modifikasyonlari: Calismada ayrica siirglin olusumu i¢in White ve
MS besin ortamlar1 modifiye edilerek kullanilmistir. White ortaminin birinci
modifikasyonunda KNOj3; miktarinin 200 mg/L’ye ¢ikarilirken  ikinci
modifikasyonunda 2500 mg/L’ye cikarilmistir. Ayrica orjinal White igeriginde
olmayan NH;NOj3, 1000 mg/L olarak ortama eklenmistir. Benzer modifikasyon
MS besin ortamminda da gergeklestirilmistir. KNO3; miktar1 2500 mg/L’ye
cikarilirken, NH4NO3; miktar1 1000 mg/L’ye indirilmistir. Ayrica bu ortamda Ca
kaynagi olan CaCl, ve myo-inositol orijinal MS ortaminin igeriginden
cikarilmistir. Baz1 ortamlarda siirgiin gelisimini tesvik etmek amaci ile ortamlara
50 mg/L malt ekstrakt ve 20 — 30 mg/L adenin siilfat eklenmistir (Cizelge 3.7, 3.8,
3.9).

Antioksidan ve adsorban maddeler: Kullanilan modifiye ortamlar yaninda
eksplant kararmalariin engellenmesi i¢in ¢esitli miktarlarda antioksidan ve
adsorbanlar tartilarak besin ortamlarina eklenmistir. Antioksidan olarak 100 mg/L
askorbik asit ve 20 mg/L glutatyon kullanilmistir. Adsorban madde olarak ise 1-3
g/L aktif karbon, 1 g/L PVP ve 5 g/L silika jel kullanilmistir (Cizelge 3.7, 3.8,
3.9).

Kiiltiirtin baglatilmasinda ve siirglin gelisiminde kullanilan yar1 kati besin
ortamlarinin hazirlanmasi i¢in onceden olusturulmus stok c¢ozeltilerden, 1 litre
besin ortami i¢in gerekli olan miktarlar ve biiylime diizenleyicileri behere
aktarilmigtir. 30 g/L siikroz eklendikten sonra ortam, distile su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Siikroz iyice ¢oziindiikten sonra 1M NaOH ve HCI kullanarak
pH 5.8’e ayarlanmustir. 7 g/L agar ilave edildikten sonra siirekli karigtirilarak
berraklagincaya kadar kaynatilan ortamlar, sicak olarak cam kiiltiir kaplarina
dokiilmiistiir. Agizlar1 kapatilan kaplar, otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle

sterilize edilmislerdir.
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Cizelge 3.3. Modifiye olarak kullanilan ortamlar

Modifiye MS
Modifiye White 1 | Modifiye White 2 besin
Maddeler besin ortamindaki | besin ortamindaki ortamindaki
mikarlar (mg/L) miktarlar (mg/L) miktarlar
(mg/L)
NH;NO; 1000 1000 1000
KNO; 2500 200 2500
K,SO, - - -
Ca(NO3), 278,72 278,72 -
MgSQO,.7H,0 736,5 736,5 370
MnS0O,.4H,0 6,5 6,5 22,3
ZnS0,.7H,0 2,0 2,0 8,6
CuS0,4.5H,0 - - 0.025
H3;BO; 15 15 6,2
KH,PO, - - 170
Na,Mo00,.2H,0 - - 0.25
CaCl,.2H,0 - - -

Kl 0,75 0,75 0.83
CoCl,.6H,0 - - 0.025
Myo-Inositol - - -

Tritriplex(Na,EDTA) - - 37,3
FeS0O,.7H,0 2,5 2,5 27,8
Nikotinik asit 0,5 0,5 0.5

Pridoksin-HCI 0,1 0,1 0.5
Tiamin-HCI 0,1 0,1 0.1
Glisin 3,0 3,0 2,0

Eksplant hazirhgi: Calismamizda yil i¢inde farkli aylarda olmak {izere
bitki dallarina ait 7-8 cm boyundaki 5-6 nodlu siirgiin pargalar1 kullanilmigtir. Bu
eksplantlar tek nodlu olarak hazirlanmiglardir. Eksplantlarin farkli ortamlarda
gosterdikleri tepkiler ve ortamlarin kararma ve siirgiin olusumu tiizerine etkilerinin
belirlenmesi i¢in gergeklestirilen denemeler 1s18inda farkli ortamlarin yam sira,
farkli sterilizasyon uygulamalar1 yapilarak en iyl sonucu veren ydntem esas
alimmis ve 15 giinde bir alt kiiltiirlemeler yapilarak ¢alismalara devam edilmistir.
Eksplantlar, bitkilerden Temmuz 2010 - Nisan-2012 doénemleri arasinda temin

edilmiglerdir.



19

3.2.2.Kiiltiire alinan eksplantlarin sterilizasyonu

Yukarida belirtilen bitkilerin saglikli siirgiinlerinden alinan tiim nod
eksplantlari, standart uygulama olarak once sabunlu suda iyice yikanip daha sonra
akan musluk suyu altinda durulanmistir. Durulanan eksplantlar akan musluk suyu
altinda yaklasik 30 dk siireyle yikanmislardir. Daha sonra sterilizasyon islemleri

ti¢ farkli asamalarda ger¢eklestirilmistir.

a) On uygulamalarda eksplantlar sterilizasyon sirasinda gerckelesen doku
yipranmalarinin engellenmesi ve fungus kontaminasyonuna karsi farkli
stirelerde fungusit (Agro-Captan 50 WP, N-
(trichloromethylthio)cyclohex-4-enol,2-dicarboximide) 3 g/L), askorbik
asit (100 mg/L), antibiyotik (amoksisilin) ve/veya sitrik asitte (50 mg/L )
bekletilmislerdir.

b) Sterilizasyon uygulamalarinda eksplanlatlar laminar hava akigh kabin
icerisinde farkli siirelerde etil alkol (%70°lik), NaOCl (%0.5-2.0) veya
HgCl; (%0.1 w/v) ile sterilizasyon islemleri uygulanmistir. Daha sonra 4
kez steril destile su ile durulanmislardir.

c) Son uygulamalarda ise eksplantlar PVP (Poli-vinil prolidon, 100 mg/L)
ve/veya fungusitte (3 g/L Agro-Captan 50 WP) bekletildikten sonra steril
filtre kagidi tizerine birakilarak fazla sularindan arindirilmis ve besin

ortami iceren kaplarda kiiltiire alinmislardir (Cizelge 3.4, 3.5, 3.6).

Cizelge 3.4. Genotip 1’den alinan eksplantlara uygulanan sterilizasyon yontemleri

Sterilizasyon Yontemleri

On uygulama I ] " 1\

Fungusit (Agro-Captan 50

WP) 39/L30dk 3g/L 30dk

Askorbik asit 100 mg/L 30 100 mg/L 30

dk dk
Sterilizasyon bilesikleri
. %70°1ik 15- %70’lik 15-
Etil alkol 208N 20sn
Tween-20 1 damla 1 damla 1 damla 1 damla
NaOCl %1°1ik 10 dk %1°1ik 15 dk
%0.1°lik (w/ %0.1’lik (w/v) 7
HgCl, ) ) 0 51dk(w V) o 1dk(w V)

Son uygulamalar

100mg/L 30 || 100 mg/L 30

PVP dk dk




Cizelge 3.5. Genotip 2’den alinan eksplantlara uygulanan sterilizasyon yontemleri

20

Sterilizasyon Yontemleri

On uygulama | 1] " v
Fungusit (Agro-Captan 50 3 3 g/L 30 dk 3g/L1sa -
WP)
Askorbik asit - 100 mg/L 30 dk - -
Antibiyotik - - lsa -
Sterilizasyon bilesikleri
Tween-20 1 damla 1 damla 1 damla 1 damla
NaOCI % 1’lik 15 dk || % 0.5°lik 15 dk || % 1’lik 15 dk % 2°lik 15 dk
PVP 30dk 30 dk - -

Cizelge 3.6. Genotip 3’den alinan eksplantlara uygulanan sterilizasyon yontemleri

Sterilizasyon uygulamlari

On | 1 11 v \Y% Vi Vil Vi IX X Xl
uygulamalar
Fungusit - - 10dk || 10dk 1lsa 1sa 1sa 20 dk
Askorbik 100 100 100 100 100 100
asit - - mg/L mg/L mg/L mg/L || mg/L mg/L
10dk || 10dk | 30dk 30dk |[ 20dk || 30dk
Antibiyotik - - lsa lsa
50
Sitrik asit - - mg/L
30 dk
Sterilizasyon ) )
bilesikleri
Tween-20 - - ! ! ! ! ! ! !
damla |[ damla || damla damla || damla |[ damla || damla
NaoCl %0.5°lik |[ %1°lik || %1,5°uk || %1°lik || %1°lik || %1°lik |[ %1°lik || %1°lik || %1lik || %1°likl || %1°de
15 dk 15 dk 15 dk 10dk || 15dk || 15dk || 15dk || 15dk |[ 6dk 7 dk 7 dk
PVP - - - 25dk || 25dk
Fungusit
(Agro- ) ) ) 3g/L 3g/L
Captan 50 250k || 25dk 10 dk
WP)
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3.2.3. Eksplantlarin kiiltiir ortamina alinmasi

Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen nod eksplantar1 siirglin tesviki icin
farkl1 sitokinin, oksin, antioksidan ve/veya adsorban maddeler iceren (Cizelge 3.7)
besin ortaminin bulundugu kiiltiir kaplarina her birine bir adet eksplant olacak
sekilde aktarilmislardir. Kiiltiir kaplar1 daha sonra gelismeleri incelenmek iizere
fotoperiyod kosullarina tutulmuslardir. En 1yi besin ortamini ve bilesimini bulmak
tizere Genotip 1’den elde edilen eksplantlar 30 farkli besin ortaminda (Cizelge
3.7), Genotip 2’den elde edilen eksplantlar 25 (Cizelge 3.8), ve Genotip 3’den
alinan eksplantlar ise 13 farkli besin ortaminda kiiltiire alinmislardir (Cizelge 3.9).
Genotip 2 ve 3’de her tekerriir yaklagik 9-10 adet eksplant icermektedir. Ancak
Genotip 1’de bir bitkiden az sayida eksplant 6n calisma amaciyla alinmistir. Bu

nedenle tekerriirlerdeki eksplant sayilar1 5-7 eksplant icermektedir.

Cizelge 3.7. Genotip 1’e ait nod eksplantlarinin alindiklar1 besin ortamlari

Ortam || Besin Ortamlari Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Adsorban /Antioksidan Maddeler

1 White 0.5 mg/L IAA ve 5 mg/L GA; 100 mg/L Askorbik asit

2 White 0.1 mg/L 1AA ve 5.0 mg/L GAg 100 mg/L. askorbik asit+20 mg/L
glutatyon

3 White 0.2 mg/L IAA ve 5 mg/L GAq 100 mg/L askorbik asit+20 mg/L
glutatyon

4 White 0.1 mg/L IBA ve 5 mg/L GA, 100 mg/L askorbik asit+20 mg/L
glutatyon

5 White ) 100 mg/L askorbik asit+20 mg/L
glutatyon

6 MS 0.2 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA -

0.2 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA

! MS ve 0.01 mg/L IBA -
8 MS 0.3 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA -
9 MS 0.5 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA -
10 MS 1 mg/L BAP ve 0.02 mg/L NAA -
11 MS 3 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA -
12 MS 4 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA -
13 MS 2 mg/L BAPr,n%./?_S(r;nAgiL NAA ve 5 )
14 MS 1 mg/L B,i\oPn?g(/)E 2%‘/3'_ NAA ve )
15 MS 3 mg/L BAP, 0.1 mg/L 1AA, 0.01 )

mg/L NAA ve 0.1 mg/L Kin
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Cizelge 3.7.(devam) Genotip 1’e ait nod eksplantlarinin alindiklar1 besin ortamlari

50 mg/L malt ekstrakti, 20 mg/L

16 Modifiye MS 1 - adenin siilfat (CaCl, ve myo-inositol
yok)
50 mg/L malt ekstrakti, 20 mg/L
17 Modifiye MS 1 0.01 mg/L BAP adenin siilfat (CaCl, ve myo-inositol
yok)
50 mg/L malt ekstrakti, 20 mg/L
18 Modifiye MS 1 0.05 mg/L BAP adenin siilfat (CaCl, ve myo-inositol
yok)
50 mg/L malt ekstrakti, 20 mg/L
19 Modifiye MS 1 0.1 mg/L BAP adenin siilfat (CaCl, ve myo-inositol
yok)
50 mg/L malt ekstrakti, 20 mg/L
20 Modifiye MS 1 0.2 mg/L BAP adenin siilfat (CaCl, ve myo-inositol
yok)
21 MS - pH 5.8
22 MS - pH 5.5
23 MS - pH 6.2
24 MS 0.1 mg/L BAP -
25 MS 1 mg/L BAP -
Modifiye White 30 mg/L adenin siilfat, 1 g/L aktif
26 1 0.1 mg/L IAA, 5 mg/l. GA, karbon, 50 mg/L malt ekstrakti
Modifiye White 30 mg/L adenin siilfat, 1 g/L aktif
21 1 1 mg/L BAP, 0.02 mg/L NAA karbon, 50 mg/L malt ekstrakti
Modifiye White 30 mg/L adenin siilfat, 1 g/L aktif
28 1 0.5 mg/L IBA, 5 mg/L. GA3 karbon, 50 mg/L malt ekstrakti
Modifiye White 30 mg/L adenin siilfat, 1 g/L aktif
29 1 2.5 mg/L BAP karbon, 50 mg/L malt ekstrakti
Modifiye White 30 mg/L adenin siilfat, 1 g/L aktif
30 1 4 mg/l. BAP, 0.1 mg/L NAA karbon, 50 mg/L malt ekstrakti
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Cizelge 3.8. Genotip 2’ye ait nod eksplantlarinin alindiklar1 besin ortamlari

Ortam Besin Ortamlari Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Adsortﬁgﬁjﬁg}éﬁksidan
1 White 0.1 mg/L IAA ve 5 mg GA; 1 g/L Aktif karbon
2 White 0.5 mg/L IAA ve 5 mg/L GA; 1 g/L Aktif karbon
3 White 0.1 mg IBA ve 5 mg GA; 1 g/L Aktif karbon
4 White 0.5mg IBA ve 5 GA; 1 g/L Aktif karbon
5 White 0.1 mg/L BAP ve 5 mg/L GA; 1 g/L Aktif karbon
6 White 0.5 mg/L BAP ve 5 mg/L GA; 1 g/L Aktif karbon
7 White 0.1 mg/L K ve 5 mg/L GA; 1 g/L Aktif karbon
8 White 0.5 mg/L K ve 5 mg/L GA; 1 g/L Aktif karbon
9 Modifiye White 2 0.2 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA -

10 Modifiye White 2 1 mg/L BAP ve 0.02 mg/L NAA -
11 Modifiye White 2 4 mg/L BAP ve 0.1 mg NAA -
12 Modifiye White 2 0.3 mg/L BAP ve 0.01 mg/L NAA -
13 Modifiye White 2 0.1 mg/L IAA ve 5 mg/L GA; -
14 VW 0.1 mg/L IAA ve 5 mg GA; -
15 VW 0.5 mg/L IAA ve 5 mg GA; -
16 VW 0.1 mg/L BAP ve 5 mg/L GAg -
17 VW 0.5 mg/L BAP ve 5 mg/L GAg -
18 VW 0.1 mg/L K ve 5 mg/L GA3 -
19 VW 0.5 mg/L K ve 5 mg/L GA; -
20 VW 0.1 mg IBAve5 GA; -
21 VW 0.5mg IBA ve 5 GA; -
22 B5 0.1 mg/L IAA ve 5 GA; -
23 B5 0.1 mg/L BAP ve 5 GA; -
24 B5 0.1 mg/L IBA ve 5 mg/L GA; -
25 B5 0.1 mg/L K ve 5 mg/L GA;z -
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Cizelge 3.9. Genotip 3’e nod eksplantlarinin alindiklar1 besin ortamlari

Ortam Besin Bftkl Bﬁ).lﬁ.me. Adsorban/antioksidan Maddeler
Ortamlari Diizenleyicileri
1 BS 0.1 mg/L BAP ve 5 mg 0.5 g/L Akif karbon
GA;
. 0.1 mg/L BAP ve 5 .
2 White mg/L GA, 0.5 g/L Aktif karbon
3 B5 - 3 g/L aktif karbon ve 20 mg glutatyon
4 B5 - 1g/L PVP
5 B5 - 5 g/L silika jel
6 B5 i 1 g/L Aktif karbon, 20 mg/L glutatyon ve
120 mg/L askorbik asit
7 B5 5mg/L GA3 1 g/L Aktif karbon, 20 mg/L glutatyon
Modifiye .
8 White 1 2,5 mg/L BAP 1 g/L aktif karbon
4 mg/L BAP ve 0.1 mg .
9 MS NAA 1 g/L Aktif karbon
. 4 mg/L BAP ve 0.1 .
10 White mg/L NAA 1 g/L Aktif karbon
11 White 0.1 mg/L IAA ve 5 100 mg/L askorbik asit ve 20 mg/L
mg/L GA; glutatyon
12 White 0.1 mg/L IBAve5 100 mg/L askorbik asit ve 20 mg/L
mg/L GA; glutatyon
13 White 0.5 mg IBA ve 5 GA, 100 mg/L askorbik asit ve 20 mg/L
glutatyon

3.2.4.Kiiltiir kosullar:

Kiiltiirler, floresan 1s18inda 4.000 lux aydinlatmada, 16 saat aydinlik/8 saat
karanlik fotoperiyotta ve 24 + 2 °C sicaklikta tutulmuslardir.

3.2.5.Denemenin kurulmasi ve verilerin degerlendirilmesi

Aragtirmamiz farkli kokenli biberiyelerden alman nod eksplantlarmin
siirgiin olusumu ve gelisimlerinin incelendigi denemeler seklinde yiiriitilmiistiir.
Tek faktor olarak besin ortamlarinin ele alindigr denememiz 3 tekerriirlii olarak
tesadiif parselleri deneme desenine gore olusturulmustur. Sec¢ilen deneme
desenine uygun olarak elde edilen verilerin degerlendirilmesinde TARIST
istatistiksel analiz programi kullanilmigtir. Tiim degerlendirmelerde farkliliklarin
onem diizeylerinin ve boyutlarinin saptanabilmesi igin asgari énemli fark (AOF)

test yontemi uygulanmistir (Agikgoz, 1988).
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4. BULGULAR

4.1. Kontaminasyon ve Kararma Durumlari

Caligmadaki yillik denemelerde, tiim genotiplerden her bir deneme i¢in
farkli sayida (9-10) eksplant kullanilmistir. Genotip 1 ile ilgili materyal az
oldugundan 5-7 adet eksplant kullanilmistir. Ayrica biitliin genotipler igin farkli
besin ortamlarinda degisik sterilizasyon yontemleri uygulanmis ve sonuglar

cizelgelerde ayr1 ayri ifade edilmistir.

Kararma durumu biberiye bitkilerinin sterilizasyonu sirasinda goriilen
yaygin bir durumdur. Ozellikle sterilizasyon sirasinda karsilasilan ve steril dliim
denilen durum c¢ogu zaman kiiltiiriin baslatilmasinda ¢ok biiyiik bir sorun
olmaktadir. Gergeklestirilen sterilizasyon uygulamalarindan sonra ortama alinan
eksplantlarda 1-3 giin igerisinde kararmalar gozlenmistir. Kararmalar yaygin
olarak eksplantlarin meristem bdlgelerinde gerceklesirken daha sonra ortama
salgilanan fenolikleri oksidasyonu sonucu ortam kararmasi seklinde kendini
gostermistir. Bu amacla sterilizasyon sirasinda gergeklesen kararmalari

engellemek icin bir¢ok 6n ve son uygulama gerceklestirilmistir.

4.1.1. Genotip 1’den alinan eksplantlarda giozlenen kontaminasyon ve

kararma durumlari

Caligmada genotip 1’e ait toplam 548 adet eksplanta uygulanan farkli 6n
uygulamalar, sterilizasyon ve son uygulamalar sonucunda en yiiksek
kontaminasyon orani I ve II. yontemde elde edilirken (% 92,8 ve 94,3), % 0.1
HgCly’de 5 dk siireyle eksplantlarin tutuldugu III. sterilizasyon yonteminde de
kontaminasyon Onemli oranda azaltilmistir (% 48,4). IV. sterilizasyon
yonteminde en diisiikk kontaminasyon orani belirlenmis ve Genotip 1 i¢in bu
sterilizasyon yontemi kullanilmistir (% 21,4) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.1. Sterilizasyon uygulamalarindan sonra Genotip 1’in kontaminasyon ve kararma

durumlar1
Sterilizasyon yontemleri I 1 i v
Eksplant sayisi (adet) 42 53 37 416
Kontamine eksplant sayis1 (adet) 39 50 18 87
Kontaminasyon yiizdesi (%) 92,8 94,3 48,4 21,4
Kararan eksplant sayisi1 (adet) 42 51 15 178
Kararma yiizdesi (%) 100 96,2 40,7 43,6

Sterilizasyon uygulamalar: sirasinda en fazla kararma % 70’lik etil alkoliin
kullanildig1r I ve II no’lu sterilizasyon yonteminde belirlenmistir (%100 ve %
96,2). Bu kararma tipleri, eksplantlarin kiiltiire alinmasindan sonra 1-3 giin
icerisinde gozlenmistir. Dong ve ark., 2012°nin verdikleri bilgiye dayandirilarak,
daha sonra kararmalarin baslica nedeninin etil alkolden kaynaklanabilecegi

diisiincesiyle daha sonraki uygulamalardan ¢ikartilmistir (Sekil 4.2).

Genotip 1’in besin ortamlarina gore kararma durumlarinin incelendigi
deneme, tesadif parselleri deneme desenine gore ve ii¢c tekerriirli olarak
kurulmustur. Sekil 4.3°de verilen kararma yiizdelerine uygulanan istatistiksel
analizde besin ortamlarinin kararma iizerine etkisi %] seviyesinde anlaml
bulunmustur (F= 4,243). Ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in yapilan LSD testinde
(HKO = 225,849; LSD = 17,352), 1 no’lu (White, 0.5 mg/L IAA, 5 mg/L GA;3 ve
0.1 g/L askorbik asit) besin ortaminda eksplantlar % 100 kararma gostererek
birinci gruba dahil olmuslardir. % 21,66 kararma goriilen 14 (1 mg/L BAP, 0.01
mg/L NAA ve 10 mg/L GA3 ) ve 13 no’lu ortamlar (2 mg/L BAP, 0.05 mg/L
NAA ve 5 mg/L GA3) sekizinci grupta yer almaktadirlar. Hi¢ kararmanin
gorlilmedigi 24 no’lu (MS, 0.1 mg/L BAP) ortam onuncu grupta, %13,3
kararmanin goriildiigii 25 no’lu (MS, 1 mg/L BAP) ortam dokuzuncu grupta

bulunmaktadir.
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B Kontaminasyon M Kararma
[ 100 96,2
94,3 ,
= 100 ¢ %8
o —~
Z8
g - 80 T
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g 2 60 - 48,4
§3 o 40,7 43,6
c 8 i
S E 40 21,4
E o
82 20 -
Q.
2
w 0 . . . T
| Il 1 1\
Sterilizasyon uygulamalari

Sekil 4.1. Sterilizasyon uygulamalarindan sonra Genotip 1’de goriilen kontaminasyon ve kararma

ylizdelerinin karsilastirilmast

Sekil 4.2. Genotip 1’in aktarildig1 besin ortami ve eksplantlarda goriilen kararmalar
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4.1.2. Genotip 2°den alinan eksplantlarda giézlenen kontaminasyon ve

kararma durumlari

Calismamizda genotip 2’ye ait 672 adet eksplant sterilizasyon
calismalarinda kullanilmistir. Eksplantlara yapilan sterilizasyon uygulamalarinda
yilksek oranlarda kontaminasyon ve kararmalar go6zlenmistir. Uygulanan
sterilizasyon yontemleri arasinda en iyi uygulamanin % 34,9 kontaminasyon orani

ile L. sterilizasyon yontemine ait oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4).

Besin ortamlarina gore kontaminasyon dagilimi incelendiginde en yiiksek
kontaminasyonun gorildigi ortam 22, 23, 24 ve 25 no’lu ortamlar olarak
belirlenmistir. Bu ortamlara uygulanan sterilizasyon yontemleri sirasiyla II., IIL.,
ve IV. uygulamalardir. En az kontaminasyon goriilen besin ortamlar1 ise I

yontemin uygulandigi 4, 7 ve 8 no’lu ortamlar olarak belirlenmislerdir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.2. Sterilizasyon uygulamalarindan sonra Genotip 2’de goriilen kontaminasyon ve

kararma durumu

Sterilizasyon uygulamalari | 1 ] v
Eksplant sayis1 (adet) 530 30 30 82
Kontamine eksplant sayisi (adet) 185 27 25 44
Kontaminasyon yiizdesi (%) 34,9 90 83,3 53,6
Kararan eksplant sayis1 (adet) 376 21 26 72
Kararma yiizdesi (%) 70,9 69,4 86,6 87,8

Genotip 2’den alinan 6rneklere uygulanan tiim sterilizasyon yontemlerinde
yogun eksplant kararmalari gdzlemlenmistir. Tiim yontemlerin degerleri birbirine
yakindir, ancak en iyi yontem I. ve II. sterilizasyon yonteminde elde edilmistir
(%70,9 ve 69,4). II. sterilizasyon uygulamasindan sonra 22, 23, 24 ve 25 no’lu
ortamlara aktarilan eksplantlar 1 hafta karanlik ortamda bekletilmislerdir.
Kararma gerceklesmesine ragmen, diger eksplantlara gore daha canli bir

goriinlime sahip olduklar1 belirlenmistir.

Genotip 2’in besin ortamlarina gore kararma durumlarinin incelendigi
deneme, tesadiif parselleri deneme desenine goére ve ¢ tekerriirlii olarak
kurulmustur. Sekil 4.6’te verilen kararma ylizdelerine uygulanan istatistiksel

analizde besin ortamlarinin kararma {iizerine etkisi %] seviyesinde anlamh
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bulunmustur (F= 3,723). Ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in yapilan LSD testinde
(HKO=152.747; LSD = 27.022), % 93,3 ile en fazla kararma goriilen 25 no’lu
besin ortam1 ( B5, 0.1 mg/L Kin ve 5 mg/L GA3) birinci grupta, % 51,4 kararma
ile 1 no’lu ortam ( White, 0,1 mg/L 1AA, 5 mg/L GA; ve 1 g/L aktif karbon) on
tiglincli grupta, % 44.4 kararma ile 13 no’lu ortam ( Modifiye White, 0.1 mg/L
IAA ve 5 mg/L GA3 ) on dordiincii grupta ve % 40 ile en az kararma goriilen 21
no’lu ortam (Vacin ve Went, 0,5 mg/L IBA ve 5 mg/L GA3) on besinci grupta yer
almaktadir (Sekil 4.5).

W Kontaminasyon M Kararma

100 - 90 833 86,6
69,4

80 - 64,4

60 1" 34

40 -

ylizdeleri (%)

20 A

Kontaminasyon ve kararma

| Il ] v

Sterilizasyon uygulamalan

Sekil 4.4. Sterilizasyon uygulamalarindan sonra Genotip 2’de goriilen kontaminasyon ve kararma
ylizdelerinin karsilagtiritlmasi

[statistik analizinden sonra en az kararma meydana ortamlar incelendiginde

en iyi ortamin diisiik tuz icerigine sahip olan ve orkide ortami olarak bilinen VW

ortaminda elde edilmistir. 200 mg/L KNOs; ve 1000 mg/L NH4NO; igeren

modifiye White ortami ile normal White ortami en iyi ortam olarak belirlenmistir.

BS5 ortami ise kararmanin en ¢ok goriildiigli besin ortami olarak tespit edilmistir.
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4.1.3. Genotip 3’ten alinan eksplantlarda gozlenen kontaminasyon ve

kararma durumlari

Calismamizda genotip 3’e ait 699 adet eksplant kullanilmistir. Bitkilerden

alinan eksplantlarin sterilizasyonu sonucunda en iyi kontaminasyon %27,4 ile

VIIL. sterilizasyon yonteminde elde edilmistir. On uygulama olarak 1 saat fungusit

ve antibiyotik iceren suda bekletme kontaminasyon oranini Onemli oranda

azaltmasina ragmen kararma orani, %68,4 olarak elde edilmistir. En az

kararmanin goriildiigi yontem olan VI. yontemde ise %30,4 kararma olmasina

ragmen, kontaminasyon orani %51,1 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Sterilizasyon uygulamalarindan sonra Genotip 3’e ait eksplantlarda goriilen

kontaminasyon ve kararma yiizdeleri

Uygulanan
sterilizasyon

yontemleri

VI

VII

VI

Xl

Toplam eksplant
60 20 20 71 90

sayisi (adet)

46

94

101

26

101

70

Kontamine olan
eksplant sayis1 51 16 13 50 46
(adet)

24

50

28

23

73

70

Kontaminasyon
yiizdesi (%)

85 80 65 704 || 511

51,1

53,3

27,4

88,3

72,2

100

Toplam kararan
eksplant sayis1 39 16 16 45 68
(adet)

21

73

69

21

95

65

Kararma yiizdesi
(%)

63,3 || 80,1 80 63,3 || 755

30,4

77,7

68,4

76,8

94

92,8

En fazla kontaminasyonun goriildiigii ortamlar 1, 8,9, 10, 11, 12 ve 13

no’lu ortamlar olarak belirlenmistir. Bu ortamlarda kontaminasyon seviyesi

%80’den fazladir (Sekil 4.7).
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B Kontaminasyon M Kararma

100

100 1 gs 88,3 o
go 801 go e 777 80,7

i 70,4
80 33 65 633 68,4

i 51, ; Z
60 5.6

40 27,4

yuzdeleri (%)

20 A

Kontaminasyon ve kararma

| I 1] v \ vl vl v IX X Xl

Sterilizasyon uygulamalari

Sekil 4.6. Sterilizasyon uygulamalarindan sonra Genotip 3°de goriilen kontaminasyon ve kararma

ylizdelerinin karsilagtiritlmasi

Eshab-1 keyf kokenli biberiye bitkisinin geng siirgiinlerinden hazirlanan
eksplantlarda sterilizasyon sonrast en az kararma VI. sterilizasyon
uygulamasindan sonra elde edilmistir (% 30.4). VL. sterilizasyonda 6n uygulama
olarak eksplantlar 1 saat fungusitte bekletildikten sonra 30 dk askorbik asit ve

sitrik asitte bekletilmislerdir.

Genotip 3’lin besin ortamlarina gore kararma durumlariin incelendigi
deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore ve ii¢ tekerriirlii olarak
kurulmustur. Sekil 4.8’de verilen kararma yiizdelerine uygulanan istatistiksel
analizde besin ortamlarinin kararma {izerine etkisi %1 seviyesinde anlamli
bulunmustur (F= 17,998). Ortalamalarin karsilagtirilmasi icin yapilan LSD
testinde (HKO = 35,359; LSD = 13,492), % 100 ile en fazla kararma goriilen 12
no’lu (White, 0.1 mg/L IBA, 5 mg/L GAS3, 10 mg/L askorbik asit ve 20 mg/L
glutatyon ) besin ortam birinci grubta, % 66,6 kararma orani ile 2 no’lu (White,
0.1 mg/L BAP, 5 mg/L GA3 ve 0.5 g/L aktif karbon ) ortami1 onuncu grupta,
%61,6 kararma orani ile 4 no’lu (B5, 1 g/L PVP ) ortam1 onuncu grupta, % 46
kararma ile 3 no’lu (B5, 3 g/L aktif karbon ve 20 mg/L glutatyon) besin ortam1 on

birinci grupta yer almaktadirlar.

Bu sonuglara gore eksplant kararmalarini engellemek i¢in besin ortamlarina
eklenen antioksidan ve adsorban maddeler tek bagslarina yeterli olmadigi,
eksplantlarin ylizey sterilizasyonlar1 sirasinda gerceklestirilen uygulamalarin da
kararmay1 etkiledigi goriilmektedir. 12 no’lu besin ortamina aktarilan eksplantlar
herhangi bir 6n ve son uygulamaya maruz birakilmadan direkt olarak %1 lik
NaOCl igeresinden 7 dk’lik bir sterilizasyon prosediirii uygulanmis ve sonug

olarak en yiiksek kararmalarin gozlendigi besin ortami  olmustur.
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4.2 Kiiltiire alinan sap eksplantlarindaki gelismeler

4.2.1. Genotip 1’de goriilen gelismeler

Genotip 1’¢ ait nod eksplantlari toplam 30 farkli besin ortamina
aktarilmislardir. 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ve 14 no’lu besin ortamlarina alinan
eksplantlar, ilk bir hafta iyi géziikmelerine ragmen sonradan herhangi bir gelisim

gozlenmemistir.

Ca™ kaynagmin besin ortamindan ¢ikarildigi 16, 17, 18, 19 ve 20 no’lu
ortamlarda ¢ok zayif siirgiin gelisimleri gozlenmistir. Tomurcuk olusumu
gozlenmeyen bu siirgiinler, altkiiltiire alindiklarinda da karararak canliliklarini
yitirmislerdir. Ayrica eksplantlarda herhangi bir kallus olusumu goriilmemistir.
Kullanilan besin ortamlarinda % 10 — 30.7 oraninda siirgiin olusumlar:1 elde
edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.9).

Cizelge 4.4.Genotip 1’¢e ait nod eksplantlarinda elde edilen siirgiin sayis1 ve yiizdesi

Besin Eksplant sayisi1 (adet) Siirgiin veren eksplant Siirgiin yiizdesi
ortam T1 T2 T3 sayisi (adet) (%)

16 6 6 8 2 10

17 7 7 8 6 27,2

18 6 6 6 4 22,2

19 7 7 8 4 18,1

20 9 9 8 8 30,7
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| Siirgiin yilizdesi
35 + 30,7
30 - 27,2
= 22,2
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Sekil 4.8. Genotip 1’e ait eksplantlarda elde edilen siirgiin olusum yiizdeleri
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Sekil 4.9. a) 16 ve b) 17 no’lu modifiye MS ortamlarinda goriilen Genotip 1’e ait siirgiin gelisimleri
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Sekil 4.10. Siirgiin olusumu gozlenen ve yine 18 no’lu ortama altkiiltiire alinan Genotip 1’e ait
eksplant
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Sekil 4.11. Siirgiin olusumu gozlenen ve yine 17 no’lu ortamda altkiiltiire alinan Genotip 1’e ait
eksplant
Siirgiin gelisimi agisindan gozlenen bir diger 6nemli durum ise genotip 1’in
sterilizasyondan sonra ortama alinan eksplantlarin ¢ogunun 2 hafta igerisinde
yapraklarmi doktiikleri ve sadece sap olarak kaldiklari gozlenmistir. Daha sonra
dokiilen bu yapraklarin yerlerinden yeni siirglin olusumlar1 baglamakla birlikte,

olusan bu yeni siirgilinler de sonraki altkiiltiirlemelerde canliliklarini yitirmislerdir.

Sekil 4.12. Genotip 1’de siirgiin olusumu goriilen eksplant

4.2.2.Genotip 2’de goriilen gelismeler

Genotip 2’ye ait Orneklerden haziranan nod eksplantlarinda yiiksek oranda
kararma ve kontaminasyon sorunu goézlenmis, siirgiin rejenerasyonu ise elde
edilememistir. Ancak 11 no’lu ortamda yapraktan ¢ikan kok olusumlari
goriilmistir (Sekil 4.13). Ayrica 22 no’lu ortamda kontaminasyon olmasina
ragmen, eksplantlarda % 6.7 oraninda hem siirgiin, hem de kok olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.13, Cizelge 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.13. Genotip 2’de yapraklardan dogrudan olusan kokler

Cizelge 4.5. Genotip 2’ye ait eksplantlarindan elde edilen siirgiin say1s1 ve ylizdesi

Eksplant sayisi
Besin (adet) Siirgiin veren eksplant Siirgiin
. . o
ortam T ™ T sayisi (adet) yiizdesi (%)
22 9 9 12 2 6,7

Kiiltiiriin  baglatilmas1 sirasinda olusan bu kok ve siirglinler, ortamda
kontaminasyon ortaya ¢ikmasindan dolay: altkiiltiire alinamamustir. Ancak genel
olarak degerlendirildiginde yaklasik 45 giin kiiltiirde bekletilen eksplantlarda ¢ok
saglikli siirgiin ve kok gelistirdikleri belirlenmistir. Ayrica bu genotipte herhangi

bir kallus olusumu meydana gelmemistir (Sekil 4.14).



39

Sekil 4.14. 22 no’lu ortamdaki Genotip 2’ye ait eksplantlarda goriilen gelismeler. a ve b ) olusan

stirgiinler, ¢ ve d ) geligen siirgiin ve kokler.

Cizelge 4.6. Genotip 2’ye ait nod eksplantlarinin kdklenme yiizdesi

Eksplant sayis1 (adet) Koklenme yiizdesi
Besin ortam Kok veren eksplant sayis1 (adet) %)
()
T1 T2 T3
22 9 9 12 2 6,7

4.2.3. Genotip 3’te goriilen gelismeler

Genotip 3’den alinan eksplantlarda da diger genotiplerde oldugu gibi yiiksek

kontaminasyon ve kararma sorunlari ile karsilasilmasina ragmen, en iyi ortam



40

olarak % 7.6 siirgiin olusturma ylizdesine sahip 2,5 mg/L. BAP ve 1 g/L aktif
karbonun bulundugu 8 no’lu modifiye White ortami belirlenmistir (2500 mg/L
KNO:s3). Bu besin ortaminda 2 eksplant son derece iyi goriiniimlii siirglinler vermis
ve daha sonra bu siirgilinler siirglin gelistirme ortamina aktarilmistir. 10 ve 11
no’lu besin ortamlarinda gelismeye devam eden siirglinlerde 3. altkiiltiirde
kararmalar baslamis ve eksplantlar 6lmiistiir. Diger genotiplerden elde edilen
sirglinlerle karsilastirildiginda bu siirgiinler de gayet saghkli goziikmelerine
ragmen, daha sonraki altkiiltiirlemelerde kararmaya baslayan bu bitkicikler
Olmiiglerdir (Sekil 4.15, 4.16, 4.17).

Sekil 4.15. Genotip 3’e ait a ve b) 8 no’lu ortamda olugmaya baslayan siirgiinler. ¢ ve d) 9 no’lu

ortama aktarilan siirgiinlerin geligimleri
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Cizelge 4.7. Genotip 3’¢ ait eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayisi ve yiizdesi

Eksplant sayis1
Siirgiin veren eksplant Siirgiin yiizdesi
Besin ortam (adet) &
sayisi (adet) (%)
T1 | T2 | T3
8 9 9 8 2 7.6

Sekil 4.16. Genotip 3’e ait gelisimlerini siirdiiren siirgiinler

Sekil 4.17. Genotip 3’e ait ii¢lincii altkiiltiirlemeden sonra kararmaya baglayan siirgiinler
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5. TARTISMA VE SONUC

Eksplant kaynagi olarak ticari bir firmadan saglanan biberiye bitkisi
(Genotip 1), Ege Universitesi Herbaryum, Botanik Bahgesinden saglanan biberiye
(Genotip 2) ve Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi koleksiyonundan saglanan
Eshab-1 Keyf (Mersin kokenli) biberiye (Genotip 3) gesitlerinden alinan nod

eksplantlar1 farkl: sterilizasyon yontemleri kullanilarak kiiltiire alinmiglardir.

Siirgiin nod eksplantlari ile yapilan ¢alismada, en iyi sterilizasyon basaris1 %
I’lik HgCly’nin kullanildigr yontemde %78,6 olarak elde edilmistir. En az
kararma orani1 ise % 30,4 ile 1 saat fungusit, 30 dk askorbik asit ve sitrik asitte (50
mg/L) iceren soliisyonda bekletildikten sonra % 1°’lik NaOCl’de birakilan

yontemde saglanmuistir.

Arastirmada besin ortamlarina gore eksplantlarin kararma yiizdeleri de
incelenmistir. 0.1 mg/L BAP (benzil adenin purin) igeren MS (Murashige &

Skoog, 1962) ortaminda kararma gézlenmemistir.

Besin ortamlarina gore en iyi siirgiin gelisimi; % 30.7 ile 0.2 mg/L BAP, 50
mg/L malt ekstrakt, 20 mg/L adenin siilfat iceren modifiye MS ortaminda elde
edilmistir. Ayrica 0.1 mg/ L TAA ve 5 mg/L GAj3 igeren B5 ortamina alinan

eksplantlarda % 6.7 oraninda kok olusumlart meydana gelmistir.

Dong et. al. (2012) biberiyenin yaprak eksplantlarin1 % 75’lik (v/v) etanol
ve % 2’lik (v/v) NaOCl’de bekleterek sterilizasyonlarim1 gerceklestirdikleri
caligmalarinda eksplantlarin % 85 oraninda Sliimi ile karsilagsmislardir. % 75
etanol ve % 0.2 HgCl,’de gergeklestirdikleri sterilizasyon calismasinda ise % 25
sterilizasyon basarisi ve % 90 6liim orani elde etmislerdir. Sadece % 2’lik NaOCl
ile gergeklestirilen uygulamada ise % 80 kontaminasyon ve % 35 6liim orani elde
etmislerdir. En 1yi sonug ise % 0.2 HgCl,’de gerceklestirilen ve % 5 6lim ile %
7.5 kontaminasyon orani elde ettikleri uygulama olmustur. Sonuglara gore
arastirmacilar etanoliin diger sterilantlar ile uygulamasinda Rosmarinus officinalis
L.’in etanolde c¢oziinen bilesiklerinden dolayr eksplantlarin 6lmesine neden

oldugunu ve sterilizasyonda kullaniminin uygun olmadigin bildirmislerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise genotip 1’in 1. sterilizasyon yonteminde %
92,8 kontaminasyon, %100 oraninda da kararma belirlenmistir. II. Sterilizasyon

yonteminde ise % 94,3 kontaminasyon ve % 96,2 kararma elde edilmistir. Bu
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sterilizasyon yontemlerinde kullanilan % 70’lik etanol ve % 1’lik NaOCl’de
yiiksek kararma ile birlikte elde edilen yiiksek kontaminasyon oran1 Dong ve ark.
(2012) yaptiklar1 calisma ile benzerlik gostermektedir. Etanol ve NaOCI
cikarilarak % 1’lik HgCl; ile devam edilen III ve IV. sterilizasyon yontemlerinde
kullanilan % 0.1’lik HgCl; ile kontaminasyon oranlart sirasiyla % 48,4’e ve %
21,6’ya indirilmistir. Her iki sterilizasyon yonteminde de % 40,7 ve % 43,6
oranlarinda kararma orani elde edilmistir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar Dong

ve ark. (2012) yaptiklar1 caligmalar ile paralellik gostermektedir.

Misra and Chaturvedi (1984) Rosmarinus officinalis L. var. genuina’nin
erectus formunu kullandiklar1 mikrogogaltim ¢alismasinda besin ortamina
aktarilmadan o6nce PVP’de veya steril suda 30 dk bekletilen siirgiin ucu
eksplantlarinin 7 giin icerisinde karardiklarini bildirmistir. Besin ortamina alinan
eksplantlarin ise yaklastk % 10’unun yesil kaldigini belirtmislerdir. Bizim
calismamizda genotip 2 icin % 1’lik NOCI ile gerceklestirilen 1. ve IL.
sterilizasyon caligsmalarinda da benzer sekilde son uygulama olarak 30 dk 1 g/L
PVP igerisinde bekletilen eksplantlarda kararmalar daha kisa bir zamanda
gbzlenmistir (yaklasik 3 giin). Arastirmamizda yesil kalan bitkilerin yiizdesi
yaklasik % 30 olmasina ragmen kontaminasyon yiizdesi % 92 ile daha yiiksek

elde edilmistir.

Nartop (2005), biberiye bitkisinin yaprak ve sap eksplantlarma farkli
sterilizasyon yontemleri uygulamistir. % 70’lik etanolde 5 dk ve % 0.05’lik
NaOCl’de 7 dk tutulan yaprak eksplantlarindan aydinlik kosullarda % 0 — 36,66
oraninda kontaminasyon elde edilirken karanlik kosullarda % 0 — 33,33 oraninda
kontaminasyon elde etmistir. Benzer sekilde sap eksplantlarinin 5 dk % 70’lik
etanolde, 20 dk % 0,05’lik NaOCl’de sterilizasyonlari sonucunda aydinlik
kosullarda % 19,16 — 63,33 oraninda kontaminasyon elde edilmistir. Karanlik
kosullarda ise % 5 — 65 oraninda kontaminasyon belirlenmistir. Bizim
calismamizla karsilastirildiginda genel olarak daha diisiik miktarda NaOCl
kullanilmasina ragmen daha uzun siire etanolde bekletme sterilizasyon basarisini
onemli oranda arttirdig1 goriilmektedir. Ayrica Nartop (2005)’un gerceklestirdigi
calismada kallus olusturma yiizdeleri incelendiginde aydinlik kosullarda yaprak
eksplantlarinin orant % 1,66 — 8 gibi ¢ok diisiik degerler elde edilmistir. Karanlik
kosullarda ise bu degerler % 1,66 — 6,66 ile daha da diismiistir. Sap
eksplantlarinda aydinlik kosullarda kallus olusturma yiizdeleri % 13,33 — 41,66 ile
daha yiiksek oranda elde edilmistir.
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Ozellikle Misra and Chaturvedi (1984)’nin de belirttigi gibi kiiltiir
baslatilmasinda diisiik tuz iceriginden dolayr White (1943) ortaminin daha iyi bir
segenek oldugu i¢in bizim g¢alismamizda da kullanilmis ancak benzer sonuglar
elde edilememistir. Sterilizasyondan sonra besin ortamina aktarilan eksplantlar
kisa siire igerisinde karararak canliliklarini yitirmislerdir. Yesil kalan eksplantlar
da ise rejenerasyon ger¢eklesmemistir. Yiksek BAP igeren ortamlarda kiiltiire
alman eksplantlarda genel olarak nod kisimlarinda bazi sekil bozukluklari
meydana gelmistir. Kiiltiir siliresinin uzamasiyla bu bozukluklardan kallus
olusumlar1 belirlenmistir. Ancak siirgiin rejerenerasyonu saglanamamaistir.
Yaklasik 3 hafta i¢inde kararma belirtileri gosteren eksplantlar altkiiltiire alinsalar

dahi kararmalar devam ederek eksplant 6liimleri gergeklesmistir.

Misra and Chaturvedi (1991) yilinda gergeklestirdikleri ¢calismada CaCl, nin
biberiye bitkisinde siirgiin olusumunu engelledigini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda da Genotip 1’den elde edilen siirgiin ortaminda CaCl, kaynagi
cikarilmis ve siirgiin elde edilmistir. Ancak gelisen siirgiinler ¢cok zayif goriintisli
olmus ve daha sonra CaCl; iceren besin ortamina aktarilmasina ragmen karararak

Olmiislerdir.

Genotip 3 ile ilgili yapilan c¢alismada ise daha c¢ok eksplantlarin
kararmalarmin engellenmesi ve siirgilin tesvikinin saglanmasi amaglanmistir. Bu
amacla denenen hormon kompozisyonlarinin eksplantlarin siirgiin tesviki igin
onemli olmadigi, ancak ortamlardaki KNOjz ve NHsNO; miktarlarindaki
modifikasyonlarin siirgiin tesviki i¢in daha iyi sonu¢ verdikleri belirlenmistir.
Ayrica besin ortamlarina eklenen aktif karbon, glutatyon ve askorbik asitin

eksplant kararmasini1 6nemli oranda engelledigi belirlenmistir.

Yapilan gozlemlerde sterilizasyondan 6nce yapraklarin kesilip kesilmemesi
kararmay1 ve kontaminasyonu dnemli oranda etkilemedigi belirlenmistir. Genotip
3’te 11, 12 ve 13 no’lu ortamlara alinan eksplantlarin yapraklar1 kesilmemesine

ragmen, yiiksek kontaminasyon ve kararma meydana gelmistir.

Dolayistyla calismamizda yil boyunca bitkilerin fenolik salgilamasi ve
eksplantlarin yiiksek oranda fenolik bilesik igermesinden dolay1 eksplant ve ortam
kararmasmin Oniine gecilememis olmakla birlikte siirglin gelisimi ve canlilik

saglanmustir.
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Yiiksek ve sabit oranda ugucu yag oranina sahip elit aromatik ve tibbi bitki
klonlarinin hizli ve klonal ¢ogaltimlar1 giliniimiizde ticari olarak biiyiik 6neme
sahiptir. Endiistriyel olarak yaygin kullanim alanina sahip bu bitkilerden biri olan
Rosmarinus officinalis L.’nin in vitro klonal ¢ogaltim olanaklarinin arastirildigi bu

caligmada siirgiin olusumu ve gelisimi i¢in 6nemli bulgular elde edilmistir.

Mikrogogaltim prosediiriiniin hizlandirilmasi i¢in bundan sonra yapilacak
caligmalarda daha yiiksek oranda ugucu yag oranina sahip klonlarin, farkl igerige
sahip ¢esitli besin ortamlari ile yeni denemeler kurularak, ¢ogaltim katsayilarinin
arttirtlmas1  saglanmalidir. Ayrica kiiltiir kosullarinin  optimizasyonuna da

calisilmasina gereksinim bulunmaktadir.
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