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YARA OTU (Prunella vulgarisL.) BITK iSINDE In Vitro KOSULLARDA B iTK 1
BUYUME DUZENLEY ICILERININ SURGUN UCU KULTURUNE ETK ILERT

Hakan SADIK
Biyoloji Bolimu, Yuksek Lisan Tezi, 2014
Tez Dangmani: Yrd. Dog. Dr. Burcu CHN

OZET

Prunella vulgaris(yara otu) Lamiaceae familyasina ait yari endeiaikmatik ve tibbi
bir bitkidir. Yara otu antiviral, antibakteriyel ventioksidan Ozelliklere sahip sekonder
metabolitler icerir. Bu nedenle ilag, gida ve kotikneanayinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Tez calgmasindaP. vulgarisin vitro sdrgin ucu kultirine bitki buyime dizenleyicilegtkisi
arastirlimistir. Stirglin ucu eksplantlam vitro steril olarak cimlendirilmi tohumlardan elde
edilmistir. Strgln ucu kultarleri farkli konsantrasyon kembinasyonlarda sitokinin (BAP,
Kin) ve oksin (IAA, IBA, NAA) iceren Murashige ve&koog (MS) besin ortamlarinda
kurulmwstur. Strgin uzunigu icin en iyi sonu¢c 3 mg/l Kin ve 0,5 mg/l IBA i@ MS
ortaminda, en yuksek sayida yapraksolau 3 mg/l BAP / 0,5 mg/l NAA iceren MS ortaminda
ve en geni yaprak ayasl ise 3 mg/l BAP / 1 mg/l IBA iceren Nd8sin ortamlarinda elde
edilmistir. Elde edilen surgtnlerin kéklendirilmesi icimlkanilan 0,5 mg/l IBA, 1 mg/l IBA, 0,5
mg/l NAA veya 1 mg/l NAA iceren MS besin ortamladtankok olgumlari gordlirken, ¥2 MS
ortaminda kOk olgumu meydana gelmestir. Koklenen sdrginler Bariyla toprga

aktariimstir.

Anahtar Kelimeler: Doku kultura,P. vulgaris Tibbi bitki, Strgin ucu kdltard, Bitki blyime
duzenleyicileri.



THE EFFECTS OF PLANT GROWTH REGULATORS ON SHOOT TIP CULTURE OF
SELF-HEAL PLANT ( Prunella vulgarisL.) AT IN VITRO CONDITIONS

Hakan SADIK
Department Of Biology, M. S. Thesis, 2014
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Burcu GNT

SUMMARY

Prunella vulgarisL. (self-heal plant) is a semi-endemic, aromatic anedicinal herb,
belonging to Lamiaceae family. The Self-heal hedmtains secondary metabolites having
antiviral, antibacterial and antioxidant propesti€herefore, it is widely used in medicine, food
and cosmetic industriel this thesis study, the effects of Plant Growtdg®Rators orin vitro
shoot-tip culture ofP. vulgariswere investigatedshoot-tip explants are obtained from in vitro
germinated sterile seeds. Shoot-tip cultures wstabéished on Murashige and Skoog (MS)
media contaning different combinations and conegioins of cytokinins (BAP, Kin) and
auxins (IAA, IBA, NAA). The best result for shootrigth was observed in the MS media
containing 3 mg/l Kin and 0,5 mg/l IBA, the highesnount of leaf formation was observed in
MS medium containing 3 mg/l BAP / 0,5 mg/l NAA atitk largest leaf lamina was observered
in MS medium containing 3 mg/l BAP / 1 mg/l IBA. &tshoots were rooted on MS media
supplemented with 0,5 mg/l IBA, 1 mg/l IBA, 0,5 hyAA or 1 mg/l NAA. Root formation
was not observed in ¥2 MS media. The rooted plantlere successfully transferred to soil.

Keywords: Tissue culture,P. vulgaris Medicinal plant, Shoot-tip culture, Plant growth
Regulators.
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1.GIRIS
1.1. Turkiye Florasi Ve Endemizm

Turkiye, Ug fitocgrafi bolgenin {ran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya) ks
noktasinda yer alan, Anadolu’'nun en eski wememerkezlerinden olup, “Flora of Turkey and
The East Aegean Islands” gore, 174 familyaya ai11@ns ve 12.000'den fazla tir, alt tir ve
varyete ile oldukca zengin bir floraya sahiptir (8lik ve Yildinm, 2011; Davis, 1985; Giiner
vd., 2000).

Bircok bitki taksonu tibbi, aromatik, ilag ham madd boya, cicekcilik vs. ekonomik
amaclarla kullaniimaktadir (Ozcelik ve Yildinm, 0. Son yilarda bazi tarimsal faaliyetler,
sehirlesme, endustrilgme, Kirlilik, iklim degisikligi, istilaci yabanci tdrler, yol ve baraj
yapimlari, dgadan airi bitki toplama ve sékimi,sal orman kesimi ve orman yanginlari ile
turizm sektorindeki hizh gelineler nedeniyle bir cok bitki tiril yok olma tehlikdle kagi
karsiyadir §ehirali vd., 2005). Dunya Uzerindeki tim bitki #nihin 1/3'Une kapilik gelen
yaklasik 100.000 bitki tarinin dgada coktan kayboldw veya kaybolma tehlikesi gaig
tahmin edilmektedir (Tan, 1996).

Endemik, Yunanca endomos (indigenous) kelimesirgidan, sinirlari belirli, dar bir
alanda yayik gosteren, o bolgeye 6zgi bitki ve hayvan tirlereelen addir, bu olay ise
“endemizm” olarak adlandirilir (Avci, 2005; Kaya s&sakal, 2005). Turkiye, Avrupa ve Asya
kitalari arasinda kopri goérevi gbéren benzersizeyienl ve ekolojik faktorlerin ¢cok kisa
mesafelerde bile oldukca buylk farklhiliklar gosheldigi topografik ve iklim 6zelliklerine
sahiptir. Bu 6zelliklere b#i olarak pek ¢ok cins ve seksiyonun orijin ve fdasim merkezinin
Anadolu’ da olgu, ekolojik ve fitocg@rafik farklilasmanin sonucu olarak tlir endemizminin
yiksek olmasini gamistir (Tan, 1996; Dgci vd., 2002). Ulkemiz dindaki tim Avrupa
Ulkelerindeki toplam endemik takson sayisi yaiki®2750 iken tlkemizdeki endemik tir sayisi
2891'dir. Bu saylya endemik olan 497 alt tlrl ved 3garyeteyi dahil etfimizde toplam
endemik takson sayisi 3750’den fazladir (Giner2@b).



Cizelge 1.1.Turkiye florasindaki bazi 6nemli familyalarin takssayisi ve endemiklik durumu
(Secmen, 1996).

Familya Cins Endemik cings Dogal tur Endemik tir | Endemiklik
sayisl yuzdesi
Asteraceae 126 40 1132 430 38
Fabaceae 60 28 958 375 39,1
Scrophulariaceage 30 8 463 241 52,1
Lamiaceae 43 19 543 240 443
Brassicaceae 85 27 509 194 38.1
Caryophyllaceae 32 15 465 187 40,2
Liliaceae 31 14 388 118 30,4
Apiaceae 96 36 416 117 28,1
Boraginaceae 32 14 301 108 35
Rubiaceae 9 5 169 74 43,8
Campanulaceae 6 5 133 66 49,6
Rosaceae 31 9 245 46 18,8
Ranunculaceae 17 5 196 43 21,9
Iridaceae 6 3 84 36 42,9
Dipsacaceae 7 5 86 31 26
Guttiferae 1 1 77 30 39
Crassulaceae 6 4 75 25 33,5
lllecebraceae 5 2 42 23 54,8
Plumbaginaceae 6 4 51 21 41,2

Cizelge 1.2. Turkiye'de dgal olarak yetien Lamiaceae familyasina ait bazi cinslerin

endemiklgi (Donmez, 2001).

Cins Tur Sayisi Endemik| Endemiklik |  Alt Tur Hibrit Toplam
Tur Sayisi| Orant % Varyete Sayisi Takson
Sayisi
Salvia 94 45 47,8 8 1 99
Stachys 82 37 45,1 45 2 109
Sideritis 45 36 80 14 0 56
Thymus 41 17 41,4 10 0 45
Phlomis 34 20 58,8 9 11 51
Nepeta 34 14 41,1 11 0 40
Lamium 30 15 50 23 0 46
Teucrium 32 10 32 20 0 45
Origanum 22 13 46,1 5 5 30
Marrubium 19 9 72,7 8 1 24
Scutellaria 16 3 44.4 26 0 39
Prunella 3 1 50 0 0 3




1.2. Tibb1 Ve Aromatik Bitkiler

Gunimuzde “tibbi” ve “aromatik” bitkiler terimi geflikle birlikte kullaniimaktadir.
Tibbi bitkiler hastaliklari 6nlemek, gakli olarak hayati sirdirmek veya hastaliklari
iyilestirmek icin ila¢ olarak kullanilan bitkilerdir. Aroatik bitkiler ise, daha ¢ok beslenme,
kozmetik, glizel koku ve tat vermeleri icin kullandktadir. TUm aromatik bitkiler tibbi amaclar
icin kullanilirken, tim tibbi bitkiler ise aromatiamacl olarak kullanilamaz. Dinya gB&
Orgiiti (WHO) verilerine gore yakik 20.000 bitki alternatif tedavilerde kullaniimakir.
Ulkemiz cagrafi konumu, iklim ve bitki csitlili gi, tarimsal potansiyeli, geniyiizélgiimii
sayesinde tibbi amacla tiketilen bir ¢ok bitki tiiitbulundurmasi sayesinde Diinya’ da tibbi ve

aromatik bitkiler ticaretinde 6nde gelen Ulkelerdbmdir (Bayram vd., 2010).



Cizelge 1.3Ulkemizde bulunan bazi tibbi ve aromatik bitki{ettp://www.titck.gov.t}.

Bitki Adi

Yaygin ismi

Rosmarinus officinali§.

Biberiye, Kudili, Beyaz Puren (Adana),
Hasaban, Lacivert Gl

Vitex agnus-castus

Hayit, Hayid, Aci Ayit, Ayit, Bgparmak Otu,
Namus Aacli, Keis Biberi

Lavandulaspp.

Lavanta, KaralyOtu, Keis Otu, Gargan
(Mugla), Yalanci Lavanta Cige

Melissa officinalis

Ogul Otu, Kovan Otu, Limon Nanesi), Limo
Otu, Melisa Otu, Tatirambe, Temre Otu

Crataegus monogyna-Crataegus oxocantt

na Alug, Alis, Alog, Beyaz Diken, Edran, Eksi
Musmula, Elog, Gew, Geyik Dikeni—
Halig,Halug, Kizlar Yengi— Yemisen

Echinaceaspp.

Ekinezya, Mor Koni Cicgi, Koni Cicegi,
Amerikan Koni Cicgi, Kirpibasi, Erguvani
Kirpibasl, Kirpiotu

Borago officinalis

Hodan Otu, Syir Dili, Zembil Cigesi, Hiyar
Otu, Nese Otu, Tugu Otu

Momordica charantia

Kudret Nari, Papara, Acayip Elma, Balsan
Elmasi, Balsam Armudu, Aci Kavun, Acl
Kabak, Afrika Hiyari

Urtica sp. Act Isirgan Otu, Agdalak, Cimcar, Cigln,
Cizlak, Cincar, Daladiken, Dalan, Dalgan,
Dancakotu, Dizlgan, Dolayan Diken,
Gezgez, Geznik, Gigken Otu, Sirgan Otu
Salvia spp. Adacayi , Dsotu ve Meryemiye, Calb&alba,

Tullce

Ocimum basilicunt..

Feslgen, Fesliyen, Peslan, Reyhanotu, Irihan

Thymusspp Kekik, Zahter, Anzer Cayi, Sater, Keklik Otu
Menthaspp. Nane
Sideritisspp Acem Arpasil, Altinbg Boz Kekik, Bozlan

Cay1, DiEUmIG Cay, Eldiven Cayi, g€k Cayi,
Kandil Cayi, Kazdar Cayi, Kedi Kuyrgu

Cayl, Sarikiz Cayi, Sivri Cay, TogtmCay!,

Laurus nobilis

Defne, Dulaptal Otu, Develik, Havaza, Kirka
Mezeryon, Géce, Gokce, Yaygi¢, Yazki
Gokgek, Kurtbgl, Sirnmbai, Tavuk Cicgi

at,

Tilia platyphyllos

Ihlamur, Fambur, Felenbur, Filanbilamur,
fllamur, Signuk, Sugilluk, Sgunik,
Singlluk, Sadlak, Suynik

P. vulgaris

Yara Otu

Myrtus communis.

Mersin, Murt, Hambeles, Adi Mersin, Asmar,
Sicankulg@ Otu, Bahar &acl

Matricaria chamomillaL.

Papatya, Adi Papatya, Babung, Tibbi Papa
Kelkiz, Akbaba, Akbulag

tya,

Crocus sativus.

Safran, Zaferan

Zingiber officinale

Zencefil, Zencebil

Aloe vera

Sarisabir,Au,Sabirlik




1.3. Bitki Doku Kultira

Gerek Ulke icinde ve gerekse diinyada tibbi ve kokitkilere kagl talebin artmasi;
buna kagilik bu talebin yillardir dgadan toplanarak katanmaya cakilmasi bazi turlerin
kaybolma sinirina gelmesine neden alnwe kiltire alinmalar zorunlu hale gegtin. Bu
nedenle Turkiye'de dgal olarak yetjen tibbi ve aromatik bitkilerin belirlenmesine, gdola
bulunan ve kaybolma sinirina gelen tirlerin korugsima, ekonomik énemi olanlarin da kulttire

alinmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Kizil ve Erteka003).

Bitkilerin, kendi ekosistemleri ginda biyimeleri zordur. Yeni ge gelistirmek ve
mevcut cgitlerde genetik varyete ajturmak, kaybolmakta olan turlerin korunmasinglamak,
hastaliklardan arindiriimbitkisel materyal elde etmek, g@masi zor olan ve nesli tikenmekte
olan turleri dretmek amaciyla, bitkilerin doku Kirii yoluyla c¢@altilmasi yoluna gidilngtir
(Bourgaud vd., 2001).

Bitki doku kalturi yontemleri ile aseptifartlarda, yapay bir besin ortaminda, hticre,
doku veya organ gibi g#li bitki kisimlarindan, kontrolli sicaklik vaik sartlarinda yeni doku,

bitki veya bitkisel Urtinlerin eldesi amaclanmaktgd@iorpe, 2007).

Turkiye'de biyoteknoloji calmalari 1970°li yillarin ikinci yarisinda kmig ve ilk
yillarda airlikli olarak doku kultiri cagmalarina yer verilmtir. Bu ¢alsmalar son yillarda,
molekuler biyoloji ve molekuler genetik teknikléle bitiinlemeye balamistir (Babaglu vd.,
2001; Ellialtigglu vd 2001).

Bitki doku kaltari ile yapilmy calsmalar gaagidaki gibi siralanngtir:
1. Turler arasi melezlemelerden sonra embriyo Kiiltt

2. Haploid bitki Gretiminde anter (polen) ve yunal (ovil) kaltird
3. Somaklonal varyasyon

4. In vitro seleksiyon

5. In vitro dollenme

6. In vitro germplazm muhafazasi

7. Somatik hiicre melezlemesi (protoplast flizyonu)

8. Gen transferi

9. Hastaliksiz bitki elde edilmesinde meristem Ukiilt



10. Mikroggzaltim

11. Sentetik tohum Uretimi (somatik embriyolar)

12. Sekonder metabolit Uretimi (kallus-hiicre stispamlari)
13. Kimeralar (Babagu vd., 2001).

Dunya'dain vitro doku kalttrl teknikleri alaninda yanan geklimeler, ticari dneme
sahip bir¢ok sus bitkisi, tibbi bitki ve meyve #nhin mikro ¢@altimina olanak sgamistir.
Doku kudltara ile dretim dinyanin bircok Ulkesindapyimakta ve yilda yak$gk olarak 600
milyon bitki Uretimi gercgeklgtiriimektedir (Altman ve Loberant, 2000).

1.4. P. vulgaris’ in Taksonomisi Ve Bitki HakkindaGenel Bilgiler

Lamiaceae ailesine mensup oRnvulgaris(Davis, P., 1982 ), halk arasinda yara otu
olarak da bilinmektedir (Kim vd., 2007). Kokeni Ayga ve Asya’ya dayanan yara otu (Grieve,
M., 1982) genellikle iliman bolgeler ve tropikalglrda yayils gosterirken (Gu vd., 2013),
temel ve notr topraklar olan sokak kenarlarindamlnebolgelerde, otlaklarda, orman
kenarlarinda , nemli tortularda ve dere kenarlaxridd yegebilir (Davis, P., 1982).

PrunellaL. cinsinin;P. vulgarisL., P. orientalisL., P. laciniataL., P. grandifloraL.,
P. asiaticaL., P. hyssopifoliaLinn., P. hispidaBenth.,P. webbianaHort. ve P. spicaclmak
Uzere dunyada 9 turd bulunmaktadir. Bu turleriéenulgarisL., P. orientalisL. ve P. laciniata
L. Turkiye'de de yetimektedir (Ahmed ve Ezer, 2008).

Sekil 1.1.P. vulgarisL. (Koyuncu vd., 2010).



Cizelge 1.4P. vulgarisin taksonomik hiyeraisi (www.tubives.com

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Asteridae
Order Lamiales
Family Lamiaceae
Genus Prunella
Species P. vulgarisL.

P. vulgaris Tirkiye’ de Osmaniye, Boluistanbul, Hakkari, Mardin, Cankiri, Bitlis,
Amasya, Ankara, Antalya, Artvin, Aydin, BalikesiBursa, Canakkale, Denizli, Eskhir,
Giresun,icel, Kayseri, Malatya, My Ordu, Rize, Sinop, Tunceli ve Karaman’ dgsaloolarak

yayllis gosterir §ekil 1.2).

Ty

—

Sekil 1.2. Taksonun tGlkemizdeki gaimi ( www.tubives.com

P. vulgaris ¢ssitli farmakolojik aktif bilesenin (triterpenler, fenolik asitler ve
flavonoidler) botanik kaynadir. Yapilan argtirmalardaP. vulgaris in yapisinda oleanolik asit,
betulinik asit, ursolik asit, rosmarinik asit, prarik asit, kafeik asit, kuersetin, rutin, amirin,
kuersetin-3-O -_- D-galaktosit, spinasterol, stigteeol, sitosterol ve daucosterol’ tn varli
tespit edilmgtir (Gu vd., 2013; Psotova vd., 2006).

P. vulgarisL.” nin yapraklarindan elde edilen ekstraklarin dexé@rine sarilarak mevcut
yaralari iyilatirme amach olarak kullanil@ bilinmektedir (Koyuncu vd., 2010Avrupa’da
ozellikle Almanya’da kendi kendine tedavi edici lfdeeal” olarak c¢ok iyi bilinenP. vulgaris
in ciceklerinden hazirlanan inflizyonun gargara halimoa cgda bile askeri kamplarda
askerlerin &1z Glserlerine kan kullanildigi bildirilmistir (Ahmed ve Ezer, 2008). Agk



hastaliklarda, ishalde, paz &risinda, i¢ kanamada, 6demde, bébrek iltahabindagcas
hastalginda, guatrda, karggr sorunlarinin tedavisinde ayrica gaz ve hazimgsigidermede
etkilidir (Grieve, 1982; Chevallier, 1996). Ayridansiyon tedavi edici, iltihap kurutucu, anti
bakteriyel, anti viral ve anti tumor Ozelliklerirsahip oldgu geleneksel Cin tibbinda uzun sire
kullanilarak d@rulanmstir (Gu vd., 2013).

1.5.P. vulgarisile lgili Yapilan Calismalar
1.5.1.P. vulgaris le yapilan doku kilttri calismasi

Antiviral aktivitesi gucli tibbi bir bitki olanP. vulgaris in slrgin ucu yontemi
kullanilarak, farkli hormon tip ve konsantrasyonlaiceren MS besin ortamlarinda
mikrocogaltimi yapilmstir. En yiiksek miktarda coklu siirgiin rejenerasy8rilumg L* BA ile
0.1 mg ! IAA .iceren ortamlardan elde ediltii. Petiol, internod ve kok eksplantlariyla

yapilan rejenerasyogléemlerinde bgari sglanamamytir (Turker vd., 2013).
1.5.2.P. vulgaris le yapilan diger calismalar

P. vulgaris ten elde edilen polisakkarit parcasinin vero kiarinde bulunamSVive
HSV2 antijenlerinin ifadelerinin Gzerine etkisi, Flow it@metri yontemi kullanilarak
incelenmitir. Enfekte olan hiicrelerdelSV antijeni zamana g olarak arty gosterirkenP.

vulgarisiseHSVantijenlerinin ekspresyonunu azalgtm (Chiu vd., 2004).

Bazi bitkilerden elde edilen ekstratlarin antimidg@l aktivitesi incelenmstir. P.
vulgaris, kullanilan tim bakteriler GzerindeBgcillus megaterium DMS 32, Pseudomonas
aeruginosa DMS 50071 SCOTTA, Escherichia coli APGE22, Klebsiella pneumoniae FMC
5, Proteus vulgaris FMC 1, Staphylococcus aureusM@® 1 FMC 16, Candida albicans
FMC 17, Candida glabrata ATCC 66032 Candida tropgaATCC 13808 antimikrobiyal
aktivite gdstermtir (Kirbag vd., 2009).

Tampon duzenleyicileri ilave edilgiikilcal bolge elektroforezi ileP. vulgaris te
bulanan tiriterpenler, flavonoidler ve fenolik Bimlerin gelsmis analizi yapgmistir. P.
vulgaristen sadece izomerik bienler ve rosmarinik asidi tespit edilebilingi. Bunun
disindaki bilgenler ya dgik konsantrasyonlari nedeniylen ya da rosmarinik \aliginda

kendilerini gbsterememesi sebebiylen tespit edilaigter (Cheung ve Zang, 2008).

P. vulgarisL.” nin flavonoidlerinin ultrasonik-yardimh 6zithenesi vein vitro ortamda
antioksidan aktivitesi incelengtir. P. vulgarisL." nin flavonoidlerinin ultrasonik yardimli

olarak cikarilmasini optimize etmek icin, The BoBenchen tasarimi ile tepki ylzey



yonteminin kombinasyonu kullanilgtir. Sonuglar en yiiksek flavonoid ekstraksyonunun
ultrasonik yardimh c¢ikarim ile 30.5 dakika sireyeaklgin 79 °C’ de sabit tutulmasi ve
¢Ozlicu olarak %41’ lik etanol kullanimi sonucu 6&3,oraninda elde edilebilegai

gOstermgtir (Zhang vd., 2011).

ISSR ve SRAP markerleri kullanilarak 25 yab&nivulgarisile bir ekili poptlasyon
arasindaki molekuler genetik sidilik ve ili ski analiz edilmgtir. Kullanilan 17 adet SRAP
primerden 134’ i polimorfik olan 154 tane ampliféy@n bant, 20 ISSR primer kullanilarak 219
banttan 195 adet polimorfik bant tespit editini Veriler, 26 ¢git P. vulgarispopulasyonun da
yuksek derecede genetiksihli ge sahip oldgunu belirlerken, ISSR ve SRAP markerlarifn
vulgarisin genetik ¢aitlili gini analiz etmek icin etkili ve givenilir olgunu gosternstir (Liao
vd., 2012).

Eksplant kayng olarak kullanilanP. vulgaris ile endometriosisin bitkisel tedavisi
incelenmitir. Yapilan deneyde 12 adasidiareye yalnizca su 12 adesidiareye iseP. vulgaris
cay! verilmitir. Bu iki grup kasllastirildiginda cay verilen grupta eskiye gore dnemli dlcide
daha az oranda ve daha az géte endometriotik doku gorilmiilir. Cay tedavisi yapilan
bireylerde bu tedavinin gorganlik déngusiine olumsuz bir etkisi gézlemlennggmiCollins
vd., 2006).

P. vulgarisin ana fenolik bilgeni olan rosmanirik asitin insan keratinosit hiicre
zincirindeki UVA indiikte dgisimlerine karsi etkisi deerlendirilmigtir. UV’ ye maruz birakilan
insan keratinositleriP. vulgaris ya da rosmanirik asit ekstratlariyla 4 saat siérei@davi
edilmistir. Bunun sonucund®. vulgarisveya rosmanirik asitin UVsinlarinin neden oldiu

hicre canlilgindaki azalmayi diiiriict etkiye sahip oldiw gézlenmgtir (Psotova vd., 2006).

Doxorubicin ile tedavi edilegican kardiyometrisindeR. vulgaris in hiicre koruyucu
etkisi incelenmitir. P. vulgaris in in vitro ve in vivo ortamlarda antioksidan potansiyeli tespit
edilmistir. Bu etkinin muhtemelen fenolik asitin yapitErindan olan rosmanirik asitten
kaynaklandgi belirtilmistir (Psotova vd., 2005).

P. vulgaris ten elde edilen sulu ekstraklar ile Pma’ nin tiirhGerelerinin istilasina ve
yayllmasina baskisi incelegtii. P. vulgaristen elde edilen sulu ekstratin anti-metastatik
etkisinin EMPP9 (Matrix metalloproteinase-9 )’ ukspresyonunun baskilanmasinda araci

oldugu gorulmitar (Choi vd., 2010).
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Pasif kagcinma, Y labirenti ve Morris Su labirettillanilarakP. vulgaris var.gi¢eginin
etanolik ekstratinin, farelerdeki ilaca ghatgrenme ve hafiza zayiflamalarina gaetkisi
incelenmitir. Bu argtirmalar sonucund®. vulgaris var. in bilissel bozukluklari tedavi etmek

icin faydali olabilecgi sonucuna varilngtir (Park vd., 2010).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Bitki Materyali

P. vulgaris tohumlan Kitahya Belediyesi Hekim Sinan Tibbi kBér Arastirma
Merkezi’ nden temin edilngtir.

Sekil 2.1.P. vulgaristohumlari.

2.2. Kullanilan Kimyasallar Ve Cihazlar

Arastirmada mineral maddeler, vitaminler, bitki buyurdézenleyicileri iceren MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami kullangmi
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Cizelge 2.1MS besin ortaminin igergii maddeler ve miktarlari (Babglw vd., 2001).

Maddeler MS Besin Ortamindaki Miktarlar
(mg/l)
NH4NO; 1650
KNO;3 1900
MgSQ,.7H,O 370
MnSGO,.4H,0 22,3
ZnSQ,.7H,0 8,6
CuSQ.5H,0 0,025
HsBO; 6,2
KH,PO, 170
N&gMOOA,ZHQO 0,25
CaCb.2H,0 440
Kl 0,83
CoCL.6H,0O 0,025
Myo-Inositol 100
Na,EDTA 37,3
FeSQ.7H,O 27,8
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Tiamin-HCI 0,1
Glisin 2

Kullanilan MS besin ortami, Cizelge 2.1’ de belmi maddeler haricindgeker ve

ortamin katilgtirilmasi amaciyla mikrobiyolojik agar icermektedir



Cizelge 2.2Kullanilan bitki blytime duzenleyicileri (Babga vd., 2001).

Ad Kisa | Molekdl Erime Toz Stok Otoklav (O)-
Ad Agirhgl | Durumu Halde Soliisyon | Filtre (F) ile
Saklama | Saklama | Sterilizasyon
Sicaklgl Sicaklgl
S 9]
2,4- EtOH | Oda
Diklorofenoksi | 2,4-D 221 . 0-5 o
. . sicaklgi
asetik asit
Indoléi’;-iflsetlk IAA 175,2 EtOH 20 0 OJE
Indoljs-ﬁ)utlrlk IBA 203.2 EtOH 05 0 OJE
Naftaler_l asetik NAA 186,2 NaOH Odav 0-5 o
asit sicaklgi
6-Benzil amino Oda
plirin BAP 225,3 NaOH sicaklg 0-5 O
Kinetin Kin 215,2 NaOH -0 -0 O/F

13

P. vulgaristohumlarinin ¢imlendiriimesi, toz halindeki bitkilyime dizenleyicilerinin
¢ozinmesi ve gerekli ekipmanlarin sterilizasyongauceklgtirmek amaciyla etil alkol ve
sodyum hipoklorit kullanimi gercelgtrilmi stir.

Cizelge 2.3 Arastirmada kullanilan alet ve cihazlar.

Uriin Marka
pH metre Metteler Toledo
Isiticil manyetik kagtirici WiseStire MSH-20A
Otoklav Hiclave HG-80
Saf su cihazi Thermo Scientific
Buzdolabi Profilo BD 4303 Anfe
Mikropipet Thermo Scientific

Derin dondurucu

Sanyo Ultra Low

Laminar flow kabin

Bilser
Hassas terazi And
Beher Lamtek
Erlen Lamtek
Otoklav bandi VP Medical
Pens Hony
Bisturi Stanles
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Cizelge 2.3’ te belirtilen cihaz ve aletlegihda, bitki tohumlarinin ¢cimlendirilmesinden

dis ortama adaptasyonuna kadar gecen sure zarfinddbytitme odasi kullanilrgtir.
2.3. Stok Soluisyonlarin Ve Bitki Buyume Duzenleyiterinin Hazirlanmasi

MS besin ortamlarinin hazirlanmasi icin gerekli olaradoeler (Cizelge 2.1),
birbirleriyle tepkime vermeyecejekilde gruplandirilarak saf su icerisinde ¢ozdipiiacimleri
100 ml (mililitre)’ ye tamamlanmgtir. Camsiselere aktarilan stok sollisyonlar buzdolabinda

+4°C’ de muhafaza edilstir.

Arastirmada kullanilan bitki biylime dlzenleyicileri ¢€ige 2.2) uygun kimyasallar
icerisinde ¢ozdurilmilve hacimleri saf su ile 100 mlI’ ye tamamlagim Mikropipetler
aracllglyla eppendorflara aktarilan bitki blylime dizerdidgii -80°C’ de derin dondurucuda

muhafaza edilnstir.
2.4. Cimlendirmeicin Gerekli MS Ortaminin Hazirlanmasi

Onceden hazirlanilg stok soliisyonlardan serolojik pipetler ve pipebatacasi
yardimiyla 5’er ml cekilerek beher icerisine aMtargtir. Sollsyonlara ilave olarak beher
icerisine 30 gramseker, 0,1 gram myo-inositol ve 1,9 gram KNOQO potasyum nitrat )
eklenmitir. Saf su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlanan gamn manyetik kagtirici yardimiyla

homojen birsekilde ¢ozillp dalmasi sglanmstir.

NaOH ( sodyum hidroksit ) ve HCI ( hidrojen klorjirsoliisyonlari kullanilarak pH
metre aracifityla ¢ozeltinin pH (hidrojenin gticli )’ 1 5,7 olarakarlanip, pH 6élciminden sonra
¢cOzelti icerisine 7 gram agar ilavesi yapgtmt Isiticili manyetik kastiricida kaynatilan ¢ozelti

150 ml hacimli cam kavanozlar icerisine 30’ ar ratiminde aktarilntir.
2.5. Sterilizasyonislemleri
2.5.1. Alet ve cihazlarin sterilizasyonu

Tohumlarin ¢imlendirilmesi sonucu elde edilen Wékin sirgin ve kok ortamlarina
aktariimasi sirasinda kullanilan pens, bisturi,ge@zgibi aletler alkolle silindikten sonra
aluminyum folyoya sarilip, sicakliktan etkilenmegkcpaetler icerisine konularak 1 atm
(atmosfer) basin¢ altinda 20 dk (dakika) sire B4°C sicaklikta otoklavlanarak sterilize

edilmislerdir. Aletlerin sterillik durumu otoklav bandi Kanilarak tespit edilnstir.



15

Laminar Flow Kabin kullaniimadan dnce etil alkodidinmistir. Calismada kullanilacak
otoklavlanmg ekipmanlar alkolle temizlenip kabin icerisine stirilmis 10-20 dk boyunca

UV isiga maruz birakilmglardir.
2.5.2. Besin ortamlari ve bitki biytime dizenleyicdrinin sterilizasyonu

Calmada kullanilan bitki biyime duzenleyicileri icerdnS besin ortamlarinin
sterilizasyonu 20 dakika stre boyunca latm basecl21°C sicaklikta otoklavlanilarak

yapiimstir.
2.5.3. Tohumlarin sterilizasyonu

Sterilizasyonun ilk gamasinda tohumlar sabunlu suyla yikanip kurutsiomu
Sterilizasyonun ikinci kisminda tohumlar Laminarowl Kabin icerisinde yerkgirilen
kavanozlarda bulunan %70’ lik etil alkolle 3dk muglmedilmitir. Alkol muamelesinden sonra
tohumlar 4 dk siresince %10’ luk sodyum hipoklantgulamasina birakilgtir. Alkol ve
sodyum hipokloritten aridirmak amaci ile tohumlardB sitre boyunca saf suda 3 kez

durulanmgtir.
2.6.In Vitro Ortamda P. vulgarisTohumlarinin Cimlendirilmesi

Laminar Flow Kabin icererisinde yiizey sterilizasyoyapilanP. vulgaris tohumlari
steril pensler kullanilarak dnceden hazirlanan MSrbortamlarinin bulungu cam kavanozlar
icerisine transfer edilngiir. Kavanozlarin gz kisimlari kontaminasyon riskini 6nlemek

amaclyla parafilm ile sariltar.

Kaltar kaplarina aktarilan tohumlar, 16 saat steestkll 8 saat karanlik fotoperiyot,
4000 lux g1k siddeti, 24°C 1 °C sicaklik ve %60 nemskiiarina sahip bitki blyltme odasinda

cimlendirilmeye birakilarak 4 haftalik siire sonukidamlenme orani belirlenrgiiir.
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Sekil 2.2. a P. vulgaristohumlarinin sterilizasyonlo. Steril edilmi P. vulgaristohumlaric. P.

vulgaristohumlarinin besin ortamina aktarimi.

2.7.1n Vitro Ortamda Cimlendirilen Tohumlardan Surgin Elde Edilmesi

iki ve dorthaftalik cimlenme siiresi sonunda elde edilen bkkédn apikal kismindan
2 mm uzunlgunda eksplantlar kesilgtir. Eksplantlar, igerisinde g#li tip ve
konsantrasyonlarda IBA (Indol-3-Butirik Asit), NAANaftalen Asetik Asit), BAP (6-Benzil
amino purin) ve Kin (6-Furfuril Amino Purin) hormiam iceren (Cizelge 2.4) MS besin
ortamlarina 4 tekerrir ve her tekerriirde 4 adgplaks kullanilarak aktarilrglardir. iki haftalik

slire boyunca meydana gelen surgirselleri gézlenmstir.
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Cizelge 2.4Kullanilan surgin ortamlarinin i¢gri

Ortam No Besin Ortamlarinin
Icerigi (mg/)

1 MS + 3 Kin + 0,1 IBA
2 MS + 3 Kin + 0,5 IBA
3 MS + 3 Kin + 1 IBA
4 MS + 3 Kin + 0,1 NAA
5 MS + 3 Kin + 0,5 NAA
6 MS + 3 Kin + 1 NAA
7 MS + 3 BAP + 0,1 IBA
8 MS + 3 BAP + 0,5 IBA
9 MS + 3 BAP + 1 IBA
10 MS + 3 BAP + 0,1 NAA
11 MS + 3 BAP + 0,5 NAA
12 MS + 3 BAP + 1 NAA
13 MS + 3 Kin + 0,1 IAA
14 MS + 3 Kin + 0,5 IAA
15 MS + 3Kin + 1 IAA
16 MS + 3 BAP + 0,1 IAA
17 MS + 3 BAP + 0,5 IAA
18 MS + 3 BAP + 1 IAA

2.8.In Vitro Ortamda Surgunlerin Alt Kiltire Alinmasi

Sdrgun ortaminda bulunan eksplantlar, 2 haftalrke sdnunda olasi besin yetersiiii
engellemek, kararmalari Onlemek ve daha iyi birggir gelsimi saglamak amaciyla
bulunduklari ortamla ayni icge sahip taze besin ortamlarina aktarilarak alt Ukéilt
alinmslardir. iki haftallk sure zarfinda meydana gelengisiglikler gézlemlenerek tespit

edilmigtir.
2.9.In Vitro Ortamda Elde Edilen Surgunlerin Kok Ortamina Alinm asi

Dort hafta sonunda elde edilen strgtnlerin kokleinaesi farkli konsantrasyonda oksin
(IBA, NAA) iceren (Cizelge2.5) besin ortamlarindatékerrur ve her tekerrirde 2 eksplant
bulundurularak yapilmgtir. Koklendirme ¢almalari 4 hafta strnstiir.
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Cizelge 2.5K0k ortamlarinin icegi.

Besin Ortamlarinin icerigi ( mg/l)

MS +0,5 NAA

MS +1 NAA

MS +0,5 IBA

MS +1 IBA

mhoor\u—\g

¥.MS

2.10. Bitkilerin Topraga Alinmasi Ve Dy Ortama Adaptasyonu

Sargunlerin kdklendirilmesinin ardindan meydanaegebm bitkileri toprga aktarmak
ve ds ortama adaptasyonunugtamak amaciyla ilk olarak bitkilerin ekimi yapildcéoprak 1
atm basin 121°C’ de 20 dakika boyunca otoklaviaakiateril hale getirilngtir.

Besin ortamlarindan cikarilan bitkiler hizlh ve khili bir sekilde yikanarak
Uzerlerindeki agardan arindirilgtir. Yikanan bitkiler hizli nem kaybinin engellemaaciyla
kapakl plastiksiseler icerisindeki steril topga dikilmislerdir. Plastiksiselerin kapaklari ilk
hafta birka¢c saat, ikinci haftadan itibaren gidewaskan sirelerde acilarak bitkicikleringdi

ortama adapte olmalari@danmstir.



19

3. SONUCLAR
3.1. Tohum Cimlendirme Sonuclari

Laminar Flow Kabin icerisinde yuzey sterilizasyogapilan 400 adeP. vulgaris
tohumunun, MS besin ortami bulunan 50 adet kavarzarli gruplar halinde ekimi
gerceklatirilmistir. Bitki bluylutme odasinda ¢imlenmeye alinan tokama ilk ¢imlenmeler
besinci gunden itibaren gorulngtiir. Onbginci giin sonunda ¢imlenme orani %80 olarak
belirlenmitir. Dort haftalik ¢imlenme siresi sonunda bitkiylzminin 2-4 cm’ ye ulgtig

gorulmistir.

Sekil 3.1.MS besin ortaminda ¢imlenéh vulgaristohumlari.

3.2.In Vitro Kosullarda Bitki Biytume Duzenleyicilerinin Strgin Ucu Kalttrd Yontemi ile
P. vulgaris in Mikrogo galtimi Uzerine Etkileri

Ylzey sterilizasyonu yapilan tohumlarin steril orti cimlendirilmesi sonucu elde
edilen bitkiciklerin surgiin uglari 2 mm uzuglinda kesilerek, Kin (3 mg/l), BAP (3 mg/l), IBA
(0,1/ 0,5/ 1 mgl/l), NAA (0,1/ 0,5/ 1 mg/l), IAA (O, 0,5 1 mg/l) bitki buyime
dizenleyicilerinin kombinasyonlarini iceren MS lpesirtamlarina aktarilngtir. Dort haftalik
sire sonunda bitkilerin waklari sdrgln uzunluklari, yaprak sayilari ve \yaprayasi

genilikleri 6lcUlmuUstir.
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Sekil 3.2. Farkl bitki blytime dizenleyicileri iceren ortandarikinci hafta sonunda ggdin
surgunler(a) 3 mg/l Kin-0,5 mg/l IBA igeren MS ortan{b) 3 mg/l BAP-0,5 mg/l IBA igeren
MS ortami(c) 3 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren MS ortami.

Sekil 3.3.Farkli hormon ortamlarinda dérdinci hafta sonuredgen sirginleta) 3 mg/l Kin-
0,5 mg/l IBA iceren MS ortamfb) 3 mg/l BAP-0,5 mg/l IBA iceren MS ortanfc) 3 mg/l
BAP-0,5 mg/l NAA iceren MS ortami.
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ANOVA analizlerinden elde edilen sonuglara gorekliahormon uygulamalari ilé®.
vulgaris surgun uzunlgu, yaprak sayisi ve yaprak ayasi gkgi arasinda istatistiksel agidan
onemli bir ilisgki oldugu tespit edilmjtir (Cizelge 3.1). Hormon uygulamalari ile sirgln
uzunlyu arasindaki ikkiyi belirlemek icin elde edilen verilere TUKEY-HSBnalizi yapilmg
ve 3 mg/l Kin- 0,5 mg/l IBA (2,11cm + 0,06 cm),n3y/l BAP - 0,5 mg/l IBA (1.97 cm £ 0,04
cm), 3 mg/l BAP - 0,5 mg/l NAA (1,94 cm + 0,06 cn®,mg/l Kin- 0,1 mg/l IBA (1,94 cmz
0,05 cm) ve 3 mg/l BAP - 1 mg/l NAA (1.93 cmz 0,&th) hormon uygulamalarinda ygiiilen
P. vulgarisbitkiciklerinin en uzun sirgunlere sahip ofgutespit edilmgtir (Sekil 3.4 ve Cizelge
3.2).

Cizelge 3.1Hormon uygulamalarinin istatistikselglendirilmesi.

KAYNAK DF F DE GERI p DEGERI
Sirgun uzunlgu 17 34,58 0,0001]
Yaprak sayisi 17 18,02 0,00011
Yaprak ayasi gesli gi 17 41.98 0,0001]

p<0,05 seviyesinde dnemli

B Ortalama Surgun Uzunlugu (cm)

L
w
1

Ortalama Sirgln Uzunlugu

3BAP/0,11AA
3BAP /0,11BA
3BAP /0,1 NAA
3BAP /0,5 1AA
3BAP/0,51BA
3BAP /0,5 NAA
3BAP/11AA
3BAP/1IBA
3BAP /1 NAA
3Kin /0,1 1AA
3Kin /0,5 1AA
3Kin/11AA
3Kin/ 0,11BA
3Kin/ 0,1 NAA
3Kin/ 0,5 IBA
3Kin/ 0,5 NAA
3Kin/ 11BA
3Kin/ 1 NAA

Besin Ortamlar (mg/L)

Sekil 3.4.Bitki blyuime duzenleyicilerinin stirgiin uzunluklaatkisi.
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Cizelge 3.2.Siurgln uzunluklarina etki eden hormonlarin TukeyPHSonuglari (Q=3,52;
p< 0,05).

Hormon Ortamlari Sdrgun Uzunlgunun Ortalama Standart

(mall) Derecelendirilmesi Sdrgin Hata
Uzunluklari
(cm)

3 Kin/0,5IBA A 2,11 0,06
3 BAP/0,5IBA A 1,97 0,09
3 BAP /0,5 NAA A 1,94 0,06
3Kin/0,1IBA A 1,94 0,06
3 BAP /1 NAA A 1,93 0,11
3 BAP/0,1IBA Al B 1,85 0,1
3 Kin/0,5 NAA A|B 1,8 0,08
3 BAP /0,1 NAA A/B|C 1,73 0,09
3 Kin/0,1 NAA BIC|D 1,49 0,08
3 Kin/1IBA C|D|E 1,31 0,05
3 BAP/1IBA D E 1,29 0,06
3Kin/0,5IAA D E|F 1,2 0,06
3 Kin/1 NAA EIF| G 1,05 0,09
3 Kin/11AA EIF|G|H 0,95 0,09
3 Kin/0,11AA FIG|H 0,82 0,10
3 BAP/11AA Gl H 0,77 0,06
3 BAP/0,11AA G H 0,75 0,05
3 BAP/0,5I1AA H 0,57 0,04

Hormon uygulamalari ile yaprak sayisi arasinddkkiili belirlemek icin elde edilen
verilere, TUKEY-HSD analizi yapgmis ve 3 mg/l BAP - 0,5 mg/l NAA (12,06 adet £ 0,6@ v
3 mg/l BAP - 0,5 mg/l IBA (11,25 adet + 0,68 ) hamuygulamalarinda yatirilen P. vulgaris
bitkiciklerinin en yiksek miktarda yaprak sayissahip oldgu tespit edilmitir (Sekil 3. 6 ve
Cizelge 3. 3).
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Sekil 3.5.P. vulgarisyaprak ayasinin tstten gorigai

B Ortalama Yaprak Sayisi (adet)

S

<
-

r 1
N O W W T N O
- —

IS1AeS yeidea ewelelQ

VYNT /UD€
VeI T /uIN €
YYN S0 /Ui €
V81 S0 /uni €
VYUNTO /U €
Ve8I T°0 /u €
YYIT/UNE
Yy S0/ ume
WITO/ U e
VYNT/dvE ¢
VaIT/dva €
wiT/dve €
YYNS'0/dvaE
V81 S0/ dv8E
wvIS'0/ dvaE
VYNT'0/dva e
vaIT'0/dvE €
YWIT'0/dva€E

Besmn ortamlan (mg/L)

Sekil 3.6.Bitki blyuime duzenleyicilerinin yaprak sayisi Uperetkisi.
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Cizelge 3.3Yaprak sayisina etki eden hormonlarin Tukey-HSDugtam (Q=3,52; p<0,05).

Hormon Yaprak Sayisinin Ortalama Standart Hata
ortamlari(mg/l) Derecelendirilmesi Yaprak
Sayisi(adet)
3BAP/05NAA | A 12,06 0,6
3 BAP /0,5 IBA A 11,25 0,7
3Kin/0,5IBA Al B 10,88 0,52
3BAP/0,1IBA Al B 10,56 0,56
3 Kin /0,5 NAA Al B 10,56 0,68
3 BAP /1 NAA A| B 10,5 0,69
3 Kin/1IBA Al B | C 9,63 0,58
3BAP/0,1INAA | Al Bl C| D 9,25 0,49
3Kin/0,1 NAA B| C| D| E 8,38 0,7
3Kin/0,1IBA B| C| D| E 8,25 0,41
3 BAP /1 IBA C| D] E| F 7,25 0,6
3 Kin/0,51AA C| D| E| F 7,25 0,69
3 Kin/1 NAA C|D| E| F 7,13 0,33
3Kin/0,11AA D| E| F| G 6,5 0,58
3 Kin/11AA E| F| G 6 0,67
3 BAP /0,1 1AA F| G 5,38 0,34
3 BAP/0,5I1AA F| G 4,56 0,39
3BAP/11AA G 4,25 0,44

Hormon uygulamalari ile yaprak ayas! géigi arasindaki ikiyi belirlemek icin elde
edilen verilere, TUKEY-HSD analizi yapyimis ve 3 mg/| BAP - 1 mg/l IBA (0,66 cm + 0,02
cm) hormon uygulamasinda ygiiilen P. vulgarisbitkiciklerinin en genj yaprak ayasina sahip

oldugu tespit edilmgtir (Sekil 3. 7 ve Cizelge 3.4).
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@ Ortalama Yaprak Ayasi Genisligi (¢cm)

0,7
06 v
0,5
04
0,3
0,2 1
0,1

Ortalama Yaprak Ayasi Gettigi

3BAP/0,11AA
3BAP /0,11BA
3BAP /0,1 NAA
3BAP /0,51AA
3BAP /0,51BA
3BAP /0,5 NAA
3BAP /1 1AA
3BAP/11BA
3BAP /1 NAA
3Kin /0,11AA
3Kin /0,5 1AA ‘
3Kin/11AA ‘
3Kin/0,11BA _
3Kin/ 0,1 NAA _
3Kin/ 0,5 IBA _
3Kin/ 0,5 NAA _
3Kin/ 11BA —
3Kin/ 1 NAA —

Besin Ortamlari

Sekil 3.7.Bitki blyume duzenleyicilerinin yaprak ayasinin gégine etkisi.

Cizelge 3.4.Yaprak ayasi gesligine etki eden hormonlarin Tukey-HSD sonuglar (G23,
p<0,05).

Hormon Ortamlari Yaprak Ayasi Ortalama Yaprak Standart Hata
(mgll) Geniliginin Ayasi Gengli gi
Derecelendiriimesi (cm)

3 BAP /1 IBA A 0,66 0,02
3BAP/05IBA | A|B 0,61 0,02
3BAP/1NAA | Al B 0,60 0,03
3BAP/0,1IBA | A|B| C 0,58 0,01
3BAP/0,INAA | A|B| C 0,58 0,02
3Kin/05IBA | A|B| C 0,58 0,01
3 BAP /0,5 NAA BIC| D 0,54 0,02
3Kin /0,1 NAA B|C| D 0,54 0,02
3Kin/ 1 IBA C| D 0,50 0,02
3 Kin/0,11BA D 0,46 0,02
3Kin /0,5 NAA D| E 0,45 0,02
3 Kin/0,11AA E| F 0,36 0,01
3Kin /1 NAA F 0,33 0,01
3 BAP /0,1 1AA F 0,33 0,02
3 Kin/0,51AA F 0,31 0,02
3 BAP /0,5 IAA F 0,31 0,02
3Kin/1IAA F 0,30 0,02
3 BAP/11AA F 0,29 0,02
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3.3.In Vitro Ortamda Elde Edilen Bitkicikleri Kéklendirme Sonuglari

Surgin calmalari sonucu elde edilen bitkiciklerin kdklendinési IBA (0,5-1 mg/l) ve
NAA (0,5-1 mg/l ) hormonlarini iceren besin ortamlide ¥2 MS besin ortamlarinda yapiknr
(Sekil 3.9,Sekil 3.10). En iyi kék olgumlari (%85) 0,5 mg/l IBA ve 1 mg/l IBA hormonlarin
iceren MS besin ortamlarinda kdltire alinan biktaride elde edilmgtir. 0,5 mg/l NAA ve 1
mg/l NAA konsantrasyonlari iceren MS besin ortammida 4 haftalik sire sonunda % 80
oraninda kok olgumu sglanirken, Y2 MS besin ortamina birakilan sirginlekdglenme

gorialmemitir.

Sekil 3.8. Kok ortamina aktarilai®. vulgarissurginleri(a)l mg/l IBA iceren MS ortamfb) 1
mg/l NAA iceren MS ortami.

Sekil 3.9. NAA hormonu iceren MS besin ortamlarindaki kok soienlari (a) 0,5 mg/l NAA
iceren MS ortamfb) 1 mg/l NAA iceren MS ortami.



Sekil 3.10. IBA hormonu iceren MS besin ortamlarindaki kok solonlari () 0,5 mg/l IBA

iceren MS ortamik{) 1 mg/l IBA igceren MS ortami.

IBA ve NAA hormonunu farkli konsantrasyonlada igerkdk ortamlarina alinan

surgunlerde, 4 haftalik koltar sdresininsilenasi

gorulmistar.

Cizelge 3.5Bitki bliylime dizenleyicilerinin kbk ofumuna etkisi.

27

durumunda adventif kok glumlari

Hormon Ortami Kok Tipi % Kok Ortalama Kdk | Adventif Kok
Olusumu Uzunluzu(cm) Olusumu
MS+ 0,5mg/l IBA Uzun/ Seyrek 85 17 Var
MS+ 1mg/I IBA Uzun/ Seyrek 85 17 Var
MS +0,5mg/l NAA Kisa/ Sik 80 4 Var
MS + 1 mg/l NAA Kisa/ Sik 80 4 Var

Y2 MS

Kok olusumu meydana geleR. vulgarissurgunlerinin dy ortama adaptasyonu % 100

oraninda gercekiérilmi stir(Sekil 3.12,Sekil 3.13).
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Sekil 3.11.P. vulgaris te adventif kok olgumu.

Sekil 3.12. Dis ortama adapte olaR. vulgaris te kék gelsimi (a) MS besin ortamindan

arindirims bitkicikler (b) Topraza aktariimg bitkicikler (c) Topraza alinms bitkide koklenme.



Sekil 3.13.Dis ortama adaptasyonug@anms P. vulgaris.

29
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4. TARTISMA

Doku kultart teknikleri, cok kuc¢ik bitki parcalanm(eksplant), 6zel olarak hazirlargmi
steril besin ortamlarinda ve steril sklarda yetgtirilerek yeni bir bitki elde edilmesi ve
cogaltiimasi seklinde gercekligiren yontemler bitlinu olarak tanimlanmaktadir. @Btiizde,
pek ¢ok bitkinin viriis ve benzeri etmenlerden amihdasi, islah edilmesi, hizl Gretimi ve uzun
sureli muhafazasi amaciyla doku kultird tekniklgeim yararlaniimasi konusundaki gaialar
hiz kazanmtir (Cetin vd., 2007).

Geleneksel yontemlerle gercegtiglen in vivo ¢ogaltim hem zaman alan zahmetli bir
islem olmasi hem de ekonomik dneme sahip tibbi leitkgin Gnemli bir parametrelan toplam
biyo-kitlelerin diguk miktarlarda olgu yonuyle yetersiz kalmaktadir (Sudha vd., 2005kiB
doku kultirt yontemleri ile biyo-kutle miktarlarmiarttiriimasi, daha yuksek miktarlarda

sekonder metabolit eldesi yoninde yapilarsgalar hiz kazanrgiir.

Bu tez kapsaminda, tibbi ve aromatik bir bitki olBn vulgaris in strgin ucu
eksplantlarina farkh tip ve konsantrasyondaki ibikyiime dizenleyicilerin etkisi cailimis, en
yuksek govde uzunfiu, yaprak sayisi ve yaprak aya géginin elde edilmesi i¢in en uygun

bitki buytme dizenleyiciler belirlengtir.

Bitki doku kualtird uygulamalarinda kaltiri ghatmak ve kiltirdeki bitki hiicrelerini
uzun sdre korumak icin veya kultire edigmilcrelerden tam bitkileri rejenere etmek icin
gereken keullar her bitki tirt icin farklilik gostermektediBir turiin her varyetesi icin de
bireysel olarak belirlenmi kilttirel gereksinimler farkli olmaktadir. Cgha temel tuz ve
mineralleri iceren MS besin ortami kullanilarakskt g1k 8 saat karanlik fotoperiyot, 4000 lux
Isik siddeti, 24 £1°C sicaklik ve %60 nem gkdlarinin sglandgi bitki blylutme odasinda
yapilmstir.

Bitki doku kultirii calgmalarinda kullanilan besin ortamlari bakteri ve gusiarin
dremesi icin ¢ok uygundur, bu nedenle bitki matleymden bu etmenlerin uzaklariimasi
gerekir. Bitki materyallerinin sterilizasyonu icikimyasal maddelerden en yaygin olarak
kullanilanlari; etanol (EtOH), tween, sodyum hipokl (NaOCI), civa klorit (HgQ)) tir.
CalismadaP. vulgaristohumlarina 3 dk (%70) etanol, 4dk ticari cgmauyu (%5 NacCl) ile
sterilizasyon glemi uygulanmgtir. Yapilan gézlemler sonucu 15. giin sonunda gimks orani

% 80 olarak belirlenngj herhangi bir kontaminasyon problemi ile qkagilmamstir.
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Bitki doku kudltiri uygulamalarinda kullanilan, hithtytime dizenleyicileri bir
bitkideki fizyolojik olaylari kontrol veya modifiyeeden, d@al ya da sentetik organik
bilesiklerdir. Bazi hormonlar, fizyolojik tepkiler ofturaca bir dokuda Uretilip dierlerine
transfer edilirken, bazilarn ise ayni dokuda Uligtibrada fonksiyon gosterirler. Bir kisim
hormonlar bitkilerde tgvik edici etkiye sahipken, ger bir kismi ise engelleyici etkide
bulunurlar. Oksinler bitkide apikal dominansidepsak ve meyve dokuilmesinin dnlenmesinde,
etilen sentezinin uyariimasi gibi olaylarda etldlimasinin yani sira, doku kiltirinde kok
olusumunu tgvik ederler. Sitokininler 6zellikle hicre bolinmeisitesvik ederler. Boylece
bitkinin blyuytlp gekmesini sglarlar. Sitokininlerin bitki dokularinda yenmayi geciktirdgi,
dolayisiyla katabolizmay! durdurucu veya ydatci etkileri old@gu ayrica doku kdltirinde
sirgiin olgumunu tgvik ettigi bilinmektedir (Zengin ve Munzugbu, 2004; Kumlay ve Enit,
2011). Sitokininlerden Kinetin (Kin) ve Benzil Amarpurin (BAP); oksinlerden Naftalen Asetil
Asit (NAA), Indol Bitrik Asit (IBA) ve Indol AsetikAsit (IAA) hormonlarinin kulanildi
arastirmamizda en uzun sirginler 3 mg/l Kin-0,5 mg/AJB mg/l BAP-0,5 mg/l IBA, 3 mg/l
BAP-0,5 mg/l NAA, 3 mg/l Kin-0,1 mg/l IBA ve 3 mgBAP-1 mg/l NAA bitki biylime

duzenleyicileri iceren ortamlarda tespit editini

Sabit Kin ve BAP (3 mg/l) konsantrasyonlariyla kong edilen IBA, NAA ve IAA
miktarlar arttikca, surgin uzunluklarinda gider@kalmanin meydana gejdigoralmustir.
IBA, NAA ve IAA arasinda ortalama olarak en uzumginleri Kin (3 mg/l) ve BAP (3 mg/l)
ile kombinasyonlari yapilan IBA (0,5 mg/l) uygulaaanda goézlenmgtir. Bitki blyume
duzenleyicileri ile yaprak sayisi arasindakikilyi belirlemek icin yapilan ¢cayjmalarda 3 mg/l
BAP-0,5 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP-0,5 mg/l IBA iceraWS besin ortamlarinda en fazla sayida
yapraza sahip bitkicikler elde edilrgir.

Yaprak ayasli gegligi ile bitki blylme duzenleyicileri arasindaki shi
degerlendirildiginde en geni yaprak ayasina sahip bitkiciklerin 3 mg/l BAP -nig/l IBA
hormonlariyla desteklengii MS besin ortamlarinda ggiigi tespit edilmgtir. Yapilan
degerlendirmede sabit Kin (3 mg/l) ve BAP (3 mg/l) ikombinasyonlari yapilan IAA
uygulamalarinin, IBA ve NAA hormon uygulamalarinarg daha dogiik deserlerde yaprak
genkligine yol actgl tespit edilmgtir.

Yapilan literattr argirmasindaP. vulgaris’in gévde uzunlgu, yaprak sayisi ve yaprak
ayas! genligiyle ilgili bir calisma bulunamazken, Turker ve arkglda P. vulgaris’ in

mikrocazaltimi ile ilgili yaptiklari calsmada en yiksek miktarda c¢oklu sdrgin
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rejenerasyonund.0 mg/l BA ile 0.1 mg/l IAAiceren ortamlardan elde etldrdir. Petiol,

internod ve kok eksplantlariyla yapilan rejenerasiglemlerinden sonuc alamagtardir.

Tam bir bitki eldesi icin elde edilen surgunlerikkendiriimesi gerekmektedir. Kok
olusumlarinda oksin bitki buyime dizenleyicileri rolnamaktadir, bu nedenle kék giurmak
amacil ile elde edileR. vulgarissiurgunleri 0,5 mg/l IBA, 1 mg/l IBA, 0,5 mg/l NAX&e 1mg/|
NAA iceren MS besin ortamlari ile %2 MS besin ortaeniaktarilimglardir. Yapilan gozlemler
sonucu 0,5 mg/l IBA ve 1 mg/l IBA konsantrasyontaa 4. hafta sonunda, % 85 oraninda ve
ortalama 17 cm uzungunda kok olgumlari tespit edilmitir. Diger oksin uygulamasi olan 0,5
mg/l NAA ve 1 mg/l NAA iceren ortamlarda, % 80 omada kdklenme gOzlenirken, kok
uzunluklarinin ortalama 4 cm olarak meydana geldelirlenmitir. Kok olusumlarinin IBA
iceren ortamlarda uzun ve az sayida, NAA iceremnoldrda kisa ve cok sayida opdu

g6zlenmitir. 2 MS besin ortaminda bulunan sirgtnlerde léligioni meydana gelmerstir.

Koklendirilen bitkiler, dg§ ortama adaptasyon @amak ve hizli nem kaybini
engellenmek amaciyla kapakli plastgikeler icerisindeki steril topga dikilmislerdir. Plastik
siselerin kapaklari ilk ginlerde kisa, ilerleyen giidkedaha da uzun sirelerle acilarak bitkilerin
havalandiriimasi ve su ihtiyaclar kdanmstir. 15 ginlik sire sonunda bitkilering dortama

adaptasyonu % 100 oranindglsamstir.

Tez calsmasinda P. vulgaris bitkisinin stirgin ucuna etki eden bitki biyime
duzenleyicilerinden sitokinin (BAP, Kin) ve oksinle (NAA, IAA, IBA) farkh tip
kombinasyon ve konsantrasyon uygulamalarggatistir. En iyi govde uzunlgu, yaprak sayisi
ve yaprak ayas| gettigi elde edilmesini sdayacak bitki biylime dizenleyicileri kombinasyon
ve konsantrasyonlari tespit edilerek, tibbi dnerabips olanP. vulgaris bitkisinden yiksek

miktarda biyo-kitle eldesi igin uygulanacak protblelirlenmitir.
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