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Cemen bitkisi geleneksel tipta kullanilan bir tibbi bitkidir. Cemen tohumlar1 yaygin
olarak lezzet verici olarak kullanilir ve farkli alkoloid, saponin ve sabit yag icerigine
sahiptir. Trigonellin ve diosgenin bilesenleri anti-kanser, kolestrolii ve kan sekerini
diistiriicii etkisiyle bilinir. In vitro kosullar altinda sekonder metabolit iiretimini
artirmanin ilk adimi kallus tiretimi saglamaktir. Bu amaca ulagsmak igin kok, petiol ve
kotiledon gibi farkli eksplant tipleri kullanilmistir. Bu ¢alismada, Giiraslan ve Ciftci
¢emen ¢esitleri bitkisel materyal olarak kullanilmis olup, sekonder metabolit {iretimine
uygun kallus tiretiminin elde edilebilmesi i¢in 2,4-D’nin farkli konsantarsyonlarini (0
uM, 1.13 uM, 2.26 puM, 452 uM, 9.05 puM, 18.10 puM) iceren besin ortamlari
kullanilmistir. Eksplant tipleri ve besin ortamlarmin kallus olusumuna etkileri
incelenmistir. Incelenen parametrelerden yiizde kallus olusumu, 30. Giin, 60. Giin ve
90. Giin kallus agirliklar1 parametrelerinin varyans kaynaklari tizerine etkisi istatistiki
olarak dnemli bulunmustur. Birim agirlik yoniinden ortalama en yiiksek kallus agirligi
Giirarslan ¢esidinde 90. giin, petiol eksplant tipinin kullanildigr 1.13 pM 2,4-D igeren
besin ortamindan elde edilirken; Cift¢i ¢esidinde 90. giin, kotiledon eksplant tipinin
kullanildigi 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde eldilmistir.
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Fenugreek is a medicinal plant used in traditional medicine. Fenugreek seeds are widely
used as flavoring and have different alkaloid, saponin and fixed oil contents. Trigonellin
and diosgenin components are known for their anti-cancer, cholesterol and blood sugar
lowering effects. The first step to increase secondary metabolite production under in
vitro conditions is callus production. Different explant types such as roots, petioles and
cotyledons were used to achieve this goal. In this study, Giiraslan and Cift¢i fenugreek
varieties were used as plant material and nutrient media containing different
concentrations of 2,4-D (0 uM, 1.13 uM, 2.26 uM, 4.52 uM, 9.05 uM, 18.10 uM) were
used to obtain callus production suitable for secondary metabolite production. The
effects of explant types and nutrient media on callus formation were analyzed. Among
the parameters examined, the effect of percent callus formation, 30th day, 60th day and
90th day callus weights on variance sources were found statistically significant. The
highest average callus weight in terms of unit weight was obtained from the nutrient
medium containing 1.13 uM 2,4-D in Giirarslan variety on the 90th day, in which petiol
explant type was used; while the highest average callus weight was obtained from the
nutrient medium containing 2.26 uM 2,4-D in Cift¢i variety on the 90th day, in which
cotyledon explant type was used.
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1. GIRIS

Diinyada genis yayilma alanma sahip tek yillik baklagil bitkisi olan ¢emen, Akdeniz
bolgesinde yayilis gostermektedir. Cemen cinsinin 106 tiirii bulunmaktadir (POWO
2024). Yaygin olarak goriilen 50 tiirlin 45 tanesi tilkemizde dogal olarak yetismektedir.
Ulkemizde kiiltiire alinan ¢emen tiirii ise Trigonella foenum-graecum L.’dir (Beyzi
2011).

Fabacea (Baklagil) familyasina ait olan ¢emen bitkisi, dmiirleri yoniinden tek yillik,
saplarinin i¢i bos ve koseli olmayan yuvarlak bir yapiya sahiptir. Bitki boyu, tilkemizde
30-60 cm yiikseklige sahiptir. Vejetatif gelisme doneminde tiiysiiz koyu yesil renkli
yapraklar1 ti¢lii yapidadir. Bitki yaprak saplari 5.3 mm uzunlugunda olup, iist bolgede
yer alan yapraklarin yiizeyleri tiiyliiddiir. Yan dallara sahip olan ¢emen bitkisinde
yaprakeiklar 10-40 mm uzunlugunda ve 8-15 mm genisliginde oval formdadir (Gokge
2016). Cigekler tipki yan dallar gibi yaprak koltuklarindan sapsiz sekilde ¢ikar. Tag
yapraklar bir adet bayrak yaprak, iki adet kanatg¢ik ve kayik¢iktan olusmustur. Tag
yapraklar sarimsi1 beyaz veya agik pembe renktedir. Cigekler meydana geldikten 10 giin
sonra meyve olusumu goézlemlenmistir. Meyveleri bakla olarak isimlendirilen ¢emen
bitkisinde baklalar 5-11 cm uzunlukta olup, bir bakla icerisinde yaklasik olarak 10-20
adet tohum bulunmaktadir (Beyzi 2010).

Cemen tohumu 3-5 mm biiytikliikte dikdortgenimsi, sert yapili, agik kahverengi ve koyu
sar1 renktedir. Cemen tohumlarinin kendine has ve yogun bir kokusu vardir. Bu koku 3-
Hydroxy-4,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon bilesigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Gokge
2016).



Sekil 1.1 Cemen bitkisi tohumlar1 (Anonim)

Cemenin hem tohumlart hem de yapraklari insan beslenmesinde kullanilmaktadir.
Cemen bitkisinden tip, gida, eczacilik, kozmetik ve halk hekimligi gibi bir¢ok alanda
yararlanilmaktadir (Camlica 2022).

Cemen baharat ve baklagil olarak olduk¢a dnemli bir yere sahiptir. Cemen tohumlari,
genellikle Hint ve Orta Dogu mutfagi gibi geleneksel mutfaklarda baharat olarak
kullanilmaktadir. Tohumlarin kendine 6zgl tat profili, yemeklere zengin bir aroma
katar. Ayrica, ¢emen tohumlari, Ozellikle kori karigimlari, ekmek ve hamur isleri,
tursular ve et yemekleri gibi ¢esitli yemeklerde kullanilmaktadir. Baharat olarak
kullanimi, gida endiistrisinde ve evde yemek yapiminda yaygin olarak goriilmektedir.
Cemen, ayn1 zamanda baklagil olarak degerlendirilir ve beslenme agisindan zengin bir
kaynak olarak kabul edilir. Tohumlar lif, protein, demir, magnezyum, ¢inko ve ¢esitli B
vitaminleri bakimindan zengindir. Ekim ndbeti sistemlerinde toprak yapisinin
iyilestirilmesinde 0nemli yere sahip olan ¢emen bitkisi ayn1 zamanda yesil giibreleme

olarak da degerlendirilmektedir.



Cemenin iilkemizdeki tiretim alan1 2013 yilinda 1678 dekar iken 2023 yilinda yaklasik
6.5 kathk bir artis gostererek 10746 dekar alana vyiikselmistir. Uretim miktari
degerlendirmeye alindiginda ise 2013 yilinda 195 ton ¢emen iiretimi gerceklestirilirken
yaklasik 6.7 kat artarak 1313 tona ulasmustir (TUIK, 2023).

Cemen bitkisinde verim yil igerisindeki yagis miktariyla orantili bir sekilde degisim

gosterirken tiretim miktar1 talebe bagli olarak degismektedir.

Cizelge 1.1 Tiirkiye’ de yillara gére gemen verim, iiretim ve ekim alam (TUIK, 2023)

YILLAR EKIM ALANI (da) URETIM VERIM

(ton) (kg/da)
2013 1678 195 116
2014 1979 218 110
2015 4825 491 114
2016 8234 914 111
2017 14499 1521 105
2018 7188 745 104
2019 6040 645 107
2020 6521 713 109
2021 7326 816 112
2022 8903 1044 117
2023 10746 1313 122




Bitkiler primer metabolit olarak isimlendirilen ve yasamsal faaliyetlerini slirdiirmek i¢in
elzem olan karbonhidrat, lipid ve amino asitleri tiretirler. Ayn1 zamanda bitkiler primer
metabolitlerle birlikte bitkilerin yasamsal faaliyetleri i¢cin primer metabolitler kadar
Onemi olmayan ancak savunma, c¢evreye uyum saglama gibi amaglarla sekonder
metabolit iiretimi gergeklestirirler. Bitkilerin iiretmis oldugu sekonder metabolitler
modern tip ve biyoteknolojide hiperlipidemi, hipoglisemi tedavisinde, anti-oksidan,
anti-enflamatuvar, anti-proliferatif ve anti-kanser ajan olarak kullanilmaktadir (Turgut
Kara 2007; Ilgar 2019).

[k olarak Kossel (1891) tarafindan kullanilmis olan sekonder metabolit kavrami primer
metabolitlerin zitt1 olarak tanimlanmistir. Theis ve Lerdau (2003), ise sekonder
metabolitleri fotosentez sonucunda iiretilmeyen, bitkilerin baz1 fizyolojik fonksiyonlar1
sonucunda olusan ve fotosentez, solunum gibi yasamsal faaliyetlerde rolii olmayan
maddeler olarak tanimlamistir. Sekonder metabolitler genel olarak {i¢ baslik altinda

smiflandirilir (Erkoyuncu 2015).

Stilbenler

e

Sckonder .
b i

Sekil 1.3 Sekonder metabolitlerin genel siniflandirilmasi (Alvarez 2014)

Fenolikler; her bitkide bulunan, ¢cogunlukla pigmentlerle temsil edilen olduk¢a genis bir
gruptur. Cogunlukla renk hiicreleri ile temsil edilen ve tiim bitkilerde bulunan bir grup
olarak tanimlanir. Hiicre ¢geperini gii¢lendiren lignin bu grupta yer alirken ayn1 zamanda
yapisal fonksiyonlar1 olan maddelerde bu grupta yer alir. Bazilar1 bitki savunmasinda,
tohum gelismesinde ve tozlamada gorev almaktadirlar. Kimyasal yapisina baktigimizda
bir ya da daha fazla asidik hidroksil grubu i¢eren aromatik bilesiklerdir. Fenoliklerin alt

grubu olan flavonoidler; birgok c¢igcegin ve meyvenin renginin olusmasi, polinatdr



cekimi gibi olaylarda rol alirken, stilbenler; daha ¢ok bitki savunmasinda gorev alirlar

(Topcu ve Colgegen 2015).

Terpenler; 22.000’in tlizerinde bilesigin tanimlandig1 bu grup en genis dogal iiriin smifi
olarak ifade edilmektedir. Terpenler smifinda yer alan bu bilesikler fotosentetik renk
hiicreleri, bitkilerde hormonlar ve membranlarin yapisal bilesenleri gibi islevlerde rol

almaktadir (Tiring vd. 2020).

Alkoloitler; aktif, azot igeren bazik bilesiklerdir. Alkoloitler sinifinda yer alan bazi
bilesikleri bocekler savunma mekanizmalarinda kullanmaktadir. Bir¢cok hastaligin

tedavisinde insanlar sifali bitki 6zlerini kullanmislardir (Tiring vd. 2020).

Sekonder metabolitler bitkilerin yasadiklar1 ¢evrede canliligini siirdiirebilmeleri igin
gereklidir. Sekonder metabolitlerin sahip olduklar1 baz1 6zellikleri bitkileri potansiyel
diismanlara kars1 korur ve savunma mekanizmalarinin gelismesini saglar. Sekonder
metabolitler bitkilerin ortak yasam alanlarinda polinatdrleri ve simbiyontlar1 kendilerine
cekmek i¢in cezbedici madde olarakda gorev almaktadirlar. Bitkilerin adaptasyon
yeteneklerinde nemli rol almalarinin yaninda sekonder metabolitler tat ve koku verici

olarak, boyar madde olarak kullanilmistir (Turgut Kara 2007).

Cemen tohumlarinin bilesiminde %27 protein, %7-10 sabit yag (%52 oleik asit, %40
linoleik asit), azotlu bilesikler, flavonoit, miisilaj ve kolin gibi maddeler bulunmaktadir

(Ipek 2008).

Cizelge 1.2 Cemen tohumlarinin kimyasal kompozisyonu (A.A.M Nour 1986)

Kimyasal Kompozisyonu (%)

Nem 4.3
Ham protein 27.3
Ham yag 6.7
Ham lif 6.7
Nitrojen 51.2
Kiil 3.8



Cemen tohum drogunun sekonder metabolit igeriginde yaklagik %35 oraninda
alkoloitler (betain, gentianin, karpain, kolin, norin, trigonellin, trimetilamin), %10
oraninda flavonoitler (kemferol, Kkersetin, luteolin, izokersitrin, izoviteksin, orientin,
rutin, viteksin) ve %4.8 oraninda saponinler (diosgenin, fenogrekin, fenugrin B,
gitogenin, neotigogenin, sarsasapogenin, silagenin, tigogenin, trigofoenozitler A-G,

yamogenin, yukagenin) bulunmaktadir (Keser ve Giirbiiz 2020).

Cemen tohumlarinda terapotik oOzellige sahip pek c¢ok sekonder metabolit
bulunmaktadir. Cemen tohumlarinin en 6nemli sekonder metabolit grubu saponinlerdir.
Trigonella foenum-graecum L. saponinler grubuna érnek olarak diosgenin, yamogenin,

tigogenin, neotigogenin ve gitogenin sayilabilir (ilgar 2019).
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Sekil 1.4 Trigonella foenum-graecum L. biyoaktif bilesiklerin organik yapisi (a;
Trigonellin, b; Diosgenin)

Sekonder metabolitler giiniimiizde yogun olarak ila¢ sanayinde kullanim alam
bulmaktadir. Sekonder metabolitler anti-inflamatuar, antioksidan, kardioprotektif,
antikarsinojenik, hipoglisemik ve hipolipidemik etkiye sahiptir. Tibbi bitkiler ham drog
ve Oziit olarak kullanilmaktadir. Bircok sekonder metabolit saflastirilmis sekilde
kullanilir. Ornegin; sedef hastaliginda berberin, romatizmal agrilarda kapsaisin, oksiiriik
giderici olarak kodein, uyarici olarak kafein, agr1 kesici olarak morfin, mide bulantisi

icin skopolamin kullanilmaktadir (Caliskan vd. 2019).



Inflamatuar etkinlik; viicudumuzda meydana gelen yaralanma veya viicudumuzun
herhangi bir tehlikeyle karsi karsiya kaldiginda verdigi tepkidir. inflamatuar siireg
viicudumuzda enfeksiyon, antijen-antikor etkilesimi veya fiziksel bir hasar meydana
gelmesi durumunda ortaya ¢ikan olaylar biitiinii olarak degerlendirilir. Sekonder
metabolitlerin  anti-inflamatuar etkinlikleri siklikla ¢alisilan konular arasinda
yeralmaktadir. Anti-inflamatuar etki gosteren sekonder metabolitler antioksidan ve
serbest radikal temizleyici Ozelligiyle, inflamasyona neden olan hiicresel sistemleri
diizenleyerek etkisini gostermektedir. Cemen otu tohumlarinin metanolik ekstraktlarinin
anti-inflamatuar etkinliginde alkaloid ve flavonoid igeriginin etkisinin olabilecegi

belirtilmistir (Ulger vd. 2020).

Antikarsinojenik etki; kanserle miicadelede bitkisel sekonder metabolitlerin hayati
oneme sahip oldugu bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Dogal bilesik temel
kaynakli kanser ilaglarinin payr %60’dan fazla olmasina ragmen kanserle miicadelede
kullanilan bitki ekstaktlarinin kanserli hiicre lizerindeki olumlu etkilerini bitki sekonder

metabolitlerden saglanip saglanmadigim net ifade etmek miimkiin degildir (Ulger vd.

2020).

Yapilan etnobotanik c¢alismalarda 800 tibbi bitki tiiriiniin antidiyabetik etkisinin oldugu
bildirilirken bunlardan 400’ i tizerinde g¢aligmada hipoglisemik o6zellik gosterdigi
gozlemlenmistir. Tibbi bitkilerin ihtiva ettigi tanen, flavonoid, E ve C vitamini vs. gibi
antioksidan etkili bilesiklerle B hiicrelerini ve fonksiyonlarini reaktif oksijen iiriinlerine

kars1 koruduklar1 diisiiniilmektedir (Sarikaya vd. 2010).

T1ibbi ve aromatik bitkilerde biiyiik 6neme sahip olan ve sekonder metabolizmanin bir
iriinli olarak meydana gelen sekonder metabolitler, bitkilerde savunma amacl
kullanilmaktadir. Tibbi bitkiler insanlar tarafindan yillardir hastaliklarin tedavisinde ve
gida maddesi olarak tiiketilmektedir. Bitkilerde iiretilen sekonder metabolit miktarinin

az olmas1 insanlik igin her zaman olumsuz bir etki yaratmistir (Onlii 2019).

Sekonder metabolitlerin liretimi kesintiye ugramadan zamana ve ¢evre kosullarina bagl

olmaksizin giivenli, steril ve liretim asamalar1 kontrollii olacak sekilde in vitro kosullar



altinda gergeklestirilebilir. Kallus olarak ifade edilen ve morfolojik olarak farklilagsma
egilimi gosteren hiicre ya da hiicre gruplari potansiyel olarak sekonder metabolit
iiretimine daha yatkindir. Bu sebeple sekonder metabolit liretiminde yiiksek saflikta ve

verimlilikte kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden faydalanilmaktadir (Baydar

2013).

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda bitkilerin eseysel ¢ogalabilmelerinin yaninda bitkilerin
vejetatif aksamlarinin herhangi bir parcasi kullanilarak (govde, kok, yaprak) eseysiz
olarak c¢ogalma Kkabiliyetleri sonucunda in vitro sartlarda steril yeni bitkilerin elde
edilmesi miimkiin hale gelmektedir. In vitro kosullarda gergeklestirilen ¢alismalarda
hastalik ve zararlilardan arindirilmis, mevsime bagli kalmaksizin tek bir bitkiden
istenildigi kadar bitki tretimi gerceklestirilebilmektedir. Doku kiiltiirii ¢aligsmalari
bitkileri genetik olarak amaca uygun sekilde yonlendirme konusunda ¢aligmalar yiiriiten

insanlara yardimci olmaktadir (Acar 1997).

Sekonder metabolitler, primer metabolitlerden biyosentetik yolla iiretilmis olup bitkiler
alemindeki dagilis1 6zel olan bir taksonomik grup (tiir, cins, familya) ile sinirlanmastir.
Bitkilerin farkli gelisim donemlerinde ve Ozellesmis hiicre tiplerinde sentezlenen

sekonder metabolitlerin saflastirilmalari olduk¢a zordur.

Sekonder metabolitler;

e Aym ekosistemde bulundugu bitkilerle rekabet giiciinii artirirken, bitkiye
kars1 meydana gelebilecek bakteriyel ve fungal patojenlerin saldirilarina

kars1 bitkiyi korur,
e Tozlanmada cezbedici olarak gorev yapar,
e Simbiyotik iligkilerde gorev alir,
e Bitkilerde simbiyotik iliskiyi diizenler,

e Bitkide cevreden kaynakli meydana gelebilecek sicaklik degisimleri, su, 151k

ve mineral madde gibi stres faktorlerine kars1 korur,



e Hiicre diizeyinde bitki biiylime diizenleyicisi olarak, basit yapili genlerin
fonksiyonel protein yapilarina dontismesini diizenlemekte ve transdiiksiyon

mekanizmalarinda gorevlidirler.

Biyoteknolojik yontemlerle, bilesikler iklim ve toprak kosullarindan etkilenmeden,
kontaminasyondan uzak, pestisit ve herbisit kullanilmadan, daha sabit kaliteye ve
verime sahip stirekli olarak elde edilebilmektedir. Bu yontemler i¢inde olan bitki hiicre
ve doku kiiltiirleri, steril kosullar altinda, yapay bir besi ortaminda, tam bitkiden veya
bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen kiiltiirlerdir. Sekonder metabolit tiretimi,
mikrocogaltim, bitki hiicrelerinden biyokimya, fizyoloji, genetik ve patoloji alanlarinda

yiiriitiilen ¢alismalar bitki hiicre ve doku kiiltiirii uygulamalarinin temel alanlaridir.

Sekonder metabolitlerin in vivo sartlar altinda yetistirilen bitkiden elde edilmesinin
yerine in vitro kosullar altinda elde edilmesinin bazi avantajlar1 vardir. Tarlada
yetistiricilik esnasinda kaliteyi olumsuz etkileyen bazi faktorler in vitro kosullar altinda
engellenebilir. In vitro kosullarda sekonder metabolit iiretimi in vivo bitkiden sekonder
metabolit iretimine gore daha fazla olabilir. In vitro kosullar altinda elde edilen

bilesikler bitkide tiretilen bilesiklerle benzerlik gosterebilir.

Genele ve yapilan ¢alismalara bakilacak olursa, giiniimiiz kosullari, {iretim maliyetleri,
artan talepler, g¢esitlerin korunmasi gibi konular nedeniyle yapilacak olan sekonder
metabolit tiretimlerinin in vitro kosullarda gergeklestirilmesi zaman, maliyet ve

stirdiirtilebilirlik acisindan 6nemli hale gelmistir.

Tibbi ve aromatik bitkiler 6zellikle son yillarda diinyadaki tiim toplumlarda daha fazla
onem kazanmaya ve kullanilmaya baglamistir. Cemen bitkisinde doku kiiltiiriinde
gelistirilmis in vitro ¢ogaltim protokolleri mevcuttur. Bu protokoller iizerinden yola
cikarak sekonder metabolit iiretimine en uygun kallus tretimi eldesi saglanmak
istenmistir ve ¢alismanin amaci olan in vitro sekonder metabolit iiretimine uygun kallus

iretimi ve somatik embriyogenezis yoluyla bitki rejenerasyonu gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Patel vd. (2023), yaptiklart calismada ¢emen bitkisinde kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonunu incelemislerdir. 2,4-D (2.26, 4.52, 6.79, 9.05 ve 11.31 uM) ve NAA
(2.69, 5.37, 8.06, 10.74 ve 13.43 uM) bitki biiyiime diizenleyicilerinden farkli oranlarda
kombinasyonlar olusturmuslar ve eksplant olarak bitkinin hipokotil ve kotiledon
kisimlar tizerindeki etkilerini gozlemlemislerdir. Maksimum kallus gelisimini 9.05 uM
2,4-D igeren ortamda ve hipokotil eksplantindan saglamislardir. Siirgilin rejenerasyonu
icin hazirlanan biitiin ortamlarda 2.71 uM Adenin siilfat sabit tutulmus ve farkli
oranlarda BAP (2.22, 4.44, 6.66, 8.88 ve 11.10 uM) kullanmislardir. Maksimum siirgiin
rejenerasyonunu ise 2.71 uM Adenin siilfat +8.88 uM BAP igeren ortamda ve hipokotil

eksplantindan elde etmislerdir.

Cambaz (2022), Veurbascum scamandri Murb. bitkisinde yaprak eksplant tipini
kullanarak farkli besin ortami kombinasyonlarinin kallus olusumu {iizerine etkilerini
incelemistir. Calisma sonucunda farkli bitki biliylime diizenleyicileri kullanarak
olusturdugu besin ortamlarinin sekonder metabolit tiretimi {izerinde 6nemli etkileri

oldugunu rapor etmistir.

Burdak vd. (2020), cemen bitkisinde farkli genotipler ve farkli temel besin ortamlarinin
(MS medium, White’s medium, Nitsch’s medium) in vitro kallus olusumuna etkilerini
incelemislerdir. Yirtttiikleri ¢alismada siirgiin ucu eksplantim1 kullanmiglar ve ¢esitli
temel besin ortamlara cesitli konsantrasyonlarda BAP ve 2,4-D kullanmislardir. En
yiiksek kallus olusum oranint MS medium besin ortaminin 3.33 uM BAP+3.39 uM 2,4-
D ile desteklenmis kombinasyonundan elde etmislerdir. Ayrica 5 farkli genotip

kullanmislar ve kullanilan genotiplerden birinin daha i1yi sonug verdigini bildirmislerdir.

Latifian vd. (2018) Tagetes minuta bitkisinin mikro ¢ogaltimi iizerine farkli BAP ve
IAA konsantrasyonlarinin etkilerini incelemislerdir. Eksplant olarak in vitro kosullar
altinda yetistirilen bitkiden alinan hipokotil kismin1 kullanmiglardir. Farkli sekilde
olusturulan kombinasyonlardaki ortamlardan en iyi sonu¢ veren ortami belirlemeyi

amaglamislardir. Calismalarinin  sonucunda farkli  bitki biliylime diizenleyicisi
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konsantrasyonlarinin ve farkli eksplant tiplerinin bitki rejenarasyonu {iizerine etkisi

oldugunu gozlemlemislerdir.

Valizadeh (2018), yaptig1 sekonder metabolit iiretimine uygun kallus kiiltiirii ve siirgiin
rejenerasyonuna yonelik calismada Trigonella foenum-graecum L. bitkisinin yaprak,
hipokotil ve embriyo ekseni eksplant olarak kullanmistir. Bu eksplantlar farkli
konsantrasyonlarda NAA (0.0, 2.26, 6.79 ve 9.05 uM) ve BA (0.0, 2.22, 6.66, 8.88 uM)
iceren MS besin ortamina aktarilmistir. Kullanilan NAA ve BA kombinasyonuna bagl
olarak, embriyo ekseni eksplantinda 2.69 uM NAA igeren ve BA icermeyen ortamda
kallus ve siirgiin elde edilmistir. Ancak yaprak ve hipokotil eksplantlari i¢in en yiiksek
kallus olusumu 10.74 uM NAA iceren ortamda meydana gelmistir.

Acikgoz (2017), Achillea gypsicola bitkisinde iki farkli temel besiyer (MS , B5) ve
farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin (BAP, 1AA, IBA, KIN, NAA, 2,4-D) kallus
olusumu ve sekonder metabolit iiretimine etkilerini incelemistir. Ayni zamanda
sekonder {iretimindeki etkiyi gozlemlemek igin farkli elisitor uygulamalari
gerceklestirmistir. Eksplant kaynagi olarak yaprak ve govde kullanmis ve yaprak
eksplant tipinde en yiiksek kallus olusumu KIN ve 2,4-D iceren besin ortaminda
meydana gelirken, govde eksplant tipinde en yliksek kallus olusumunun KIN ve IBA

igeren besin ortaminda meydana geldigini bildirmistir.

Tuncer ve Giinsan (2017), Rheum ribes L. bitkisinin tohumlarindan in vitro kosullarda
elde edilmis olan fidelerin hipokotil ve kotiledon eksplant tiplerini kullanmislardir.
Farkli oranlarda IBA ve BAP iceren besin ortami kombinasyonlarina aldiklar1 ekplant
tiplerini aktarmiglardir. Yirtttiikleri calisma sonucunda kallus ve siirgiin olusumu
yoniinden hipokotil eksplant tiplerinin, kotiledon eksplant tiplerine gére daha basarili
oldugunu bildirmislerdir. En yiiksek kallus olusumunun 4.44 uM BAP ve 4.92 uM IBA

iceren besin ortamindan meydan geldigini rapor etmislerdir.

EINour vd. (2015), Trigonella foenum-graecum L. bitkisinin kallus olusumu iizerine
farkli oksin konsantrasyonlarinin ve kinetin ile kombinasyonlarmin etkilerini

incelemiglerdir. Steril kosullarda elde edilen bitkiciklerin hipokotil ve kotiledon
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yapraklarimi eksplant olarak kullanmislardir. Bitki biiylime diizenleyicisi olarak 2,4-D
(0.45, 2.26, 4.52, 9.05, 13.57, 18.10, 22.62 uM) ve NAA (0.0, 0.54, 2.69, 5.37, 10.74,
16.11, 21.48 ve 26.85 uM) ve Kin (2.32 uM) kullanmiglardir. Bitki biiyiime
diizenleyicisinin  kullanilmadigr ortamda kallus gelisimi meydana gelmedigini

raporlamiglardir.

Ozdemir vd. (2015) Mentha spicata subsp. spicata bitkisinde in vitro kosullar altinda
kallus olusumu ve siirglin rejenerasyonunu incelemislerdir. Hipokotil eksplantlarini
kallus elde edebilmek amaciyla BAP ve NAA bitki biliylime diizenleyicilerinin farkli
kombinasyonlarinda inkiibe etmislerdir. BAP ve NAA kombinasyonlarinin kallus
olusum kapasitesinde ve rejenere olan bitki sayisinda farkliliklara sebebiyet verdigini
gbzlemlemislerdir. Maksimum kallus olusum yiizdesini 1.11 pM BAP ve 2.69 uM
NAA igeren MS besin ortamindan, maksimum rejenere siirgiin yiizdesini ise 8.88 pM

BAP ve 0.25 uM NAA igeren MS besin ortamindan elde etmislerdir

Bondarian vd. (2015), yaptiklar1 ¢calismada Papaver somniferum L., bitkisinde kallus
eldesi ve rejenerasyonu iizerine calismalar yiiriitmiislerdir. Calismada eksplant tipi
olarak yaprak, kok ve hipokotil kullanmiglardir. En yiiksek kallus eldesini 9.05 uM 2,4-
D ve 1.34 uM BAP igeren besin ortamindan, en yiiksek rejenerasyon oraninm 4.44 uM
BAP ve 0.45 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Vahedi vd. (2014), safranin hizli ¢ogaltimi igin 2,4-D biiyiime diizenleyicisi (4.52, 9.05
ve 18.10 uM) ve kinetin (2.32, 4.65, 18.59 ve 37.18 uM) igeren MS ortaminda safran
kormlarinin apikal ve lateral meristemlerinden kallus indiiksiyonu iizerine
caligmiglardir.  Sonu¢ olarak lateral meristemlerin  eksplantlarinda  kallus
indiiksiyonunun ilk belirtilerinin 60 giin sonra ortaya ¢iktigini ve 45 giin sonra 9.05 uM
2,4-D ve 2.32 pM kinetin igeren eksplantlarin kallus olusumunu tesvik ettigini

bulmuslardir.

Sen vd. (2014), Achyranthes aspera L. bitkisinde kallus gelisimi ve siirgiin
rejenerasyonu elde etmeye ¢calismislardir. 2,4-D, NAA, BAP, IAA ve IBA bitki biiylime

diizenleyicilerini kullanarak farkli kombinasyonlarda besin ortamlar1 belirlemislerdir.
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Calismada eksplant tipi olarak yaprak kullanilmig ve en yiiksek kallus gelisim oranini
9.05 uM 2,4-D ve 2.69 uM NAA igeren besin ortamindan elde etmislerdir. En yiiksek
stirglin sayisinin 17.75 uM BAP ve 2.32 uM KIN igeren besin ortamindan meydana

geldigini gozlemlemislerdir.

Ozdemir ve Kursat (2014), Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin in vitro bitki iiretiminde
BAP ve IBA bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkilerini incelemislerdir. Eksplant tipi
olarak kotiledon bogumu kullanmiglar ve BAP ile IBA kullanarak farkli besin ortami
kombinasyonlar1 meydana getirmislerdir. Arastirma sonucunda elde ettikleri verileri
incelediklerinde BAP ve IBA igeren besin ortamlarinin kallus olusumu ve rejenerasron
tizerinde etkili oldugunu rapor etmislerdir. En yiiksek kallus olusum oranin 1.11 uM
BAP ve 9.84 uM IBA igeren besin ortamindan elde etmislerdir. Siirgilin rejenerasyonu

meydana gelen kalluslar1 2.69 uM NAA igeren besin ortaminda koklendirmislerdir.

Jamshidi vd. (2014), Trigonella foenum-graecum L. bitkisinde yaprak eksplantlarini
kullanarak kallus gelisimi ve diosgenin seviyesini saptamaya c¢aligmislardir. Farkli
konsantrasyonlarda NAA, Kin, ve 2,4-D hormonlartyla olusturulan besin ortamlarinin
kallus gelisimi ve diosgenin seviyelerine etkileri incelendiginde, en iyi sonucu 6.79 uM
2,4-D ve 2.32 uM Kin kombinasyonundan elde etmislerdir. Diosgenin seviyeleri farkli
zaman araliklarinda (20.,40.,60. ve 80.gilinlerde) degerlendirmeye alinmis ve 60. giin en
yiiksek diosgenin seviyesine ulagilmistir. Ayrica 2,4-D hormonunun, NAA hormonuna

gore diosgenin seviyesini onemli oranda artirdigini belirtmislerdir.

Abd Elaleem vd. (2014), in vitro kosullarda B5 ve MS temel besiyerleriyle beraber
farkl1 konsantrasyonlarda 2,4-D ve NAA hormonlarinin kallus olusumuna etkilerini
incelemislerdir. Kallus olusumu i¢in Trigonella foenum-graecum bitkisinin hipokotil ve
kotiledon yapraklarin1 eksplant olarak kullanmislardir. Maksimum kallus olusumunun
B5 temel besiyerine ek olarak 9.05 uM 2,4-D igeren ortamda, kotiledon yapraklarda
gergeklestigini belirtmisglerdir.

Ekmekci (2013), Ocimum basilicum L. bitkisinin hipokotil, yaprak epikotil, siirgiin ucu

ve kotiledon bogum eksplantlarini in vitro kosullar altinda yetisen fideciklerden elde
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ettigini ve farkli kombinayonlarda sitokinin (BAP, TDZ) ve oksin (IBA, NAA) igeren
ortamlarda siirgilin rejenerasyonu i¢in kiiltiire aldigin1 raporlamistir. Feslegen bitkisinin
tic farkli ¢esidi kullandigini, her ii¢ ¢esitte siirgliin olusumunun sadece hipokotil
eksplantinda meydana geldigini, baz1 siirglinlerden adventif kok olusumu oldugunu ve

kontrollii bir sekilde topraga aktirildigini bildirmistir.

Yaacob vd. (2013), Justicia betonica Linn. bitkisinde petiol ve internod eksplant
tiplerini kullanarak kallus eldesi ve silirglin rejenerasyonu meydana getirmeye
caligmiglardir. Kallus olusumu icin NAA, BAP, KIN ve Zeatin bitki biiyiime
diizenleyicilerini kullanmislar, kullandiklar1 eksplant tipleri igerisinden petiol eksplant
tipinin kolay bir sekilde kallus olusturdugunu rapor etmislerdir. En uygun rejenerasyon
ortamini internod eksplant tipi i¢in 8.06 uM NAA ve 2.22 uM BAP igeren, petiol
ekpslant tipi icin ise 5.37 uM NAA ve 4.44 uM BAP iceren besin ortami olarak

belirlemislerdir

Afshari vd. (2011), Trigonella foenum-graecum bitkisinin kallus gelisimi ve bitki
rejenerasyonunu incelemek amaciyla yapilan ¢alismada kok, embriyo ve hipokotil gibi
eksplantlar kullanmislardir. Iki farkli temel besiyeriyle (B5 ve MS) beraber farkli bitki
bliylime diizenleyicileri (2,4-D, Kin, NAA, NAA, BAP ve IBA) kullanarak c¢esitli
ortamlar belirlemislerdir. 2.32 uM Kin ve 9.05 uM 2,4-D kombinasyonunda her iki

temel besiyerinde en iyi kallus gelisimini elde etmislerdir.

Don Palmer ve Keller (2011) vyiiriittiikleri ¢alismada Hypericum perforatum L.
bitkisinin ta¢ yapraklarini kullanarak kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu meydana
getirmeye calismislardir. Calisma sonucunda bitki rejenerasyonunda oksinin énemli bir
faktor oldugu kanisina varmiglardir. Sitokinin miktarinin ise oksin kadar elzem

olmadigini rapor etmislerdir.

Rezaeian (2011), bu calismada Trigonella foenum-graecum bitkisinin yaprak, apikal
meristem ve koklerini eksplant olarak kullanmistir. Ortamda 2,4-D hormonunun

konsantrasyonundaki artisla beraber kallus gelisiminde de artis gergeklestigini
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belirtmistir. En yiiksek kallus olusumunu 4.52 uM 2,4-D igeren ortamda ve apikal

meristem eksplantinda gézlemlemistir.

Yamaner (2011) tarafindan gerceklestirilen ¢alisma endemik ve tibbi 6neme sahip olan
Hypericum adenotrichum Spach bitkisinin in vitro kosullar altinda ¢ogaltilmasi ve
belirli elisitor uygulamalarinin bitkideki sekonder metabolit {iretimini artirma
potansiyelini arastirmistir. Bitkinin dogadan toplanan yapraklarini eksplant olarak
kullanmistir. En yiiksek kallus eldesini 17.75 uM BA ve 1.08 uM NAA iceren MS
besin ortamindan saglamistir. Elde edilen kalluslar1 2.32 uM Kin igeren MS besiyeri

ortamina transfer edildiginde silirglin olusumunu gozlemledigini bildirmistir.

Irvani vd. (2010), Dorema ammoniacum D. bitkisinde kallus kiiltiiri ve bitki
rejenarasyonu lizerine calismalar yapmislardir. Calismada kok, kotiledon ve hipokotil
eksplant tipini kullanmiglardir. 2,4-D, NAA, BAP ve KIN bitki biiyiime diizenleyicileri
kullanilarak  farkli kombinasyonlarda kallus olusumu i¢in besin ortamlari
hazirlamiglardir. Ekplant tipleri igerisinde en yiiksek sonucu hipokotil eksplant tipinden
elde ettiklerini rapor etmislerdir. Hipokotil eksplant tipinden elde ettikleri kalluslari
8.88 uM BA ve 0.98 uM IBA igeren besin ortamina aktarmislar ve en yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu elde etmislerdir. Kok rejeneasyonu i¢in en uygun besin ortaminin ise

12.30 uM IBA igedigini bildirmiglerdir.

Aasim vd. (2009), yaptiklar1 calismada in vitro kosullar altinda farkli TDZ ve IBA
konsantrasyonlarinin siirglin rejenerasyonu iizerine etkilerini incelemislerdir. Eksplant
olarak apikal meristem ve kotiledon yapraklari kullanmiglardir. Apikal meristemlerin
siirglin rejenerasyonundaki potansiyelinin kotiledon yapraklara gore daha fazla
oldugunu saptamiglardir. Bitki biliylime diizenleyicilerin konsantrasyonlarina
bakilmaksizin belirlenen biitiin ortamlarda siirgiin rejenerasyonu gozlemlenirken, en iyi

sonucun sadece TDZ iceren ortamda elde edildigini belirtmislerdir.

Raja Naika ve Krishna (2008), bu ¢alismada nadir bulunan bir tibbi bitki olan Clematis
gouriana Roxb ‘un govde kallus kiltiirii ve in vitro bitki rejenerasyonu {iizerine

calismislardir. Kallus elde edebilmek icin BAP ve NAA bitki biiyiime diizenleyicileri
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ile farkli kombinasyonlar olusturmuslardir. En iyi kallus eldesini 4.44 uM BAP ve 2.69
uM NAA kombinasyonundan elde etmislerdir. Bir sonraki adimda elde edilen kalluslar
BAP ve 2.46 uM IBA igeren MS besiyerine aktarmislardir. 2-6 hafta ayni besiyerinde

inkiibe edilen kalluslardan filizlenen tomurcuklar gézlemlemislerdir.

Bhatti vd. (2008) Rauwolfia serpentina L. bitkisinde kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonu c¢alismiglardir. Besin ortamlarinda BAP, IBA ve 2,4-D ‘nin farkh
oranlarimi1 kullanarak c¢esitli kombinasyonlar olusturmuslardir. Kallus olusumu igin
yaprak ve kok eksplant tipini; siirglin rejenerasyonu i¢in ise apikal ug¢ eksplant tipini
se¢mislerdir. Hem kallus olusumunda hemde siirgiin rejenerasyonunda en yiiksek

sonucu IBA+BAP kombinasyonundan elde etmislerdir.

Ali Ahmed vd. (2005), Phyla nodiflora L. bitkisinde siirgiin rejenerasyonu meydan
getirmek i¢in farkli oranlarda oksin ve sitokinin kombinasyonlarin1 kullanarak besin
ortamlar1 denemislerdir. En yiiksek siirgilin rejenerasyon oranini 11.10 uM BA ve 2.32
uM KIN igeren besin ortamindan saglamislardir. Elde ettikleri siirgiinleri koklendirme
ortamina almislar ve en yiiksek kok rejenerasyonunun 4.92 uM IBA igeren beisn

ortamindan meydana geldigini bildirmislerdir.

Oncina vd. (2000), Trigonella foenum-graecum bitkisinin yaprak, goévde ve kok
eksplantlarindan elde edilen kalluslarda sekonder metabolit olarak bulunan diosgenin
miktarlarinda Onemli farkliliklar saptamislardir. Diosgenin seviyelerinin yaprak
eksplantlarindan elde edilen kalluslarda, govde ve kok eksplantlarindan elde edilen
kalluslara gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. 45 giin boyunca yapilan
karsilastirmalarda disogenin seviyelerini yaprak, gévde ve kok kalluslarinda sirasiyla

%22, %10 ve %27 olarak saptamislardir.

Ahmed vd. (2000), Trigonella foenum-graecum bitkisinin yaprak, govde ve kok
kisimlarimi eksplant olarak kullanmislardir. Eksplant {izerindeki kallus olugumunu ve
olusan kalluslarda trigonellin icerigini gézlemleyebilmek icin 2,4-D ve Kin hormonlari
kullanilarak farkli kombinasyonlarda ortamlar belirlemislerdir. Kallus gelisimindeki en

Iyi sonucu 9.05 uM 2,4-D ve 2.32 uM Kin kombinasyonundan elde etmislerdir. Kok
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eksplantinin diger eksplantlarla karsilagtirildiginda en iyi kallus gelisim oranmni
verdigini belirtmislerdir. Ayrica en yiiksek kallus gelisim orani kiiltiire alindiktan 4

hafta sonra kok eksplantinda meydana gelmistir.

Pretto ve Santarem (2000), Hypericum perforatum L. bitkisinin yaprak eksplantlarini
kullanarak BA, KIN ve 2,4-D bitki biiylime diizenleyicilerini farkli oranlarda igeren
besin ortamlar1 belirlemisler ve kallus olusumunu incelemislerdir. Ayn1 zamanda kallus
olusumuna 15181n etkisinide gozlemlemek i¢in eksplantlar1 karanlik ve aydinlik
ortamlarda birakmiglardir. En yiiksek kallus olusum oranim1 karanhk ve 2,4-D + BA

iceren besin ortamindan elde ettiklerini bildirmislerdir.

Murch vd. (2000), antidepresan etkisiyle bilinen sar1 kantaron bitkisinde TDZ nin farkli
oranlarinin kullanildig1 besin ortamlarinin bitki rejenerasyonu iizerine etkilerini
incelemislerdir. Eksplant kaynagi olarak hipokotili kullanmiglar ve besin ortamlarinda
bulunan diisiik dozlardaki TDZ’nin bitki rejenerasyonu iizerinde onemli etkileri

oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak kullanilan ¢emen tohumlar1, Bolu Abant Izzet
Baysal Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim Uyeleri Dog. Dr. Giilsiim
Yaldiz ve Dr. Mahmut Camlica tarafindan temin edilmistir. Ankara Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii tarafindan tescil ettirilen Giirarslan ve Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan tescil ettirilen Ciftci ¢emen c¢esitleri

kullanilmastir.

Ciftei cesidi ¢emen bitkisi 2017 yilinda Eskisehir Gegit kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitlisii tarafindan seleksiyon 1slah yOntemiyle tescil ettirilmistir. Mart ayinda
ciceklemeye baglayan Ciftci cesidinin ta¢ yapraklari beyaz renge sahiptir. Dik bir
biliyiime gosteren bitki, baklalar1 uzun ve ortalama bakladaki tane sayisi 10 adettir.

Tohumlarin sekilleri dikdortgenimsi bir yapiya sahipken, rengi sarimsidir.

Giirarslan ¢esidi ¢emen bitkisi 2014 yilinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
tarafindan tescil ettirilmistir. Cesidin bitki boyu 50-60 cm, tohum verimi 140-160 kg/da,
bin tohum agirligi 16-21 g, tohumlart koyu sari renkli, bakla uzunlugu 8-10 cm,
cicekleri soluk sari, yaprak rengi koyu yesil, bitkide bakla sayis1 15-20 adet, baklada
tane sayist 8-12 adettir.

3.2 Yontem

Cemen bitkisinin in vitro kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu kapasitesini incelemek
amaciyla yiiriitiilen bu ¢alismada yontem; ¢alismada kullanilan ekipman sterilizasyonu ,

temel besin ortami, biiyiime diizenleyicileri ve hazirligi, Cemen tohumlarinda yiizey
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sterilizasyonu ve in vitro c¢imlendirme, elde edilen kalluslarin siirgiin rejenerasyon

ortamina aktarilmasi ve istatistiki analizler seklinde ele alinmustir.

3.2.1 Calismada kullanilan ekipmanlarin sterlizasyonu

In vitro ¢alismalarda, laboratuvar ortaminin ve kullanilan ekipmanin steril olmasi,
bakteriyel kontaminasyondan kaginilarak giivenilir sonuglarin elde edilmesi i¢in hayati
oneme sahiptir. Bu nedenle, her g¢alisma Oncesi ekipmanlarin sterilizasyonu
saglanmistir. Tohumlarin yilizey sterilizasyonunda kullanilan petri kaplar1 gruplar
halinde yiiksek sicakliga dayanikli yanmaz kagitlara sarilarak 180 °C'de 2 saat etiivde
bekletilmistir. Petri kaplari, kagit koruyucular steril kabin icerisinde agildiktan sonra
kullanilmistir. Caligsmalar sirasinda kullanilan pens, bistiiri, spatiil vb. malzemeler
aliminyum folyo ile kaplanarak petri kaplar1 ile etiivde bekletilmistir. Ayrica
kullanilmadan 6nce %70’lik etil alkol (EtOH) ile steril edilmistir. Kullanim sirasinda da
sterilizasyonun saglanmasi igin steril kabin igerisinde 270°C sicakliga ulasabilen cam

boncuklu sterilizator kullanilmastir.

3.2.2 Temel besin ortami, biiyiime diizenleyicileri ve hazirhgi

Cimlendirme ile kallus ve rejenerasyon calismalarinda degisik konsantrasyonlarda
sukroz iceren ve 7 g/L agar ile katilastirilan ticari Murahige ve Skoog (1962) (MS)
besin ortam1 kullanilmistir. Ayrica kallus organogenesiz calismalarinda oksin kaynagi
olarak farkli konsantrasyonlarda (0, 1.13, 2.26, 4.52, 9.05, 18.10 uM) 2/4-
Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) kullanilmis olup, oksin 1 N sodyumhidroksit (NaOH)
igerisinde ¢oziilene kadar bekletilmistir. Daha sonra eriyik steril su ile tamamlanarak 0.5
mg/ml olacak sekilde stok ¢oOzelti hazirlanmig ve +4 °C’de depolanmistir. Siirgiin
rejenerasyonu ¢alismalarinda ise sitokinin kaynagi olarak farkli konsantrasyonlarda
(2.27, 454, 6.81 uM) Thidiazuron (TDZ) kullanilmistir. Sitokinin dimetil siilfoksit
(DMSO) igerisinde ¢oziilene kadar bekletilmis ve eriyik steril su ile tamamlanarak 0.25
mg/ml olacak sekilde stok c¢ozelti hazirlanmis ve +4 °C’de depolanmistir. Hazirlanan
besin ortamlart 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilarak besin ortaminin pH degeri 5.6-5.8

olarak ayarlanmis ve otoklavda 121 °C’ de, 1.2 atmosfer basing altinda 20 dk siire ile
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steril edilmistir. Calismada kullanilan ¢imlendirme, kallus tesvik ve siirglin olusturma

ortamlar1 her 4 haftalik periyotta yenilenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan biiylime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklanma

kosullari
Biiylime Coziicii Stok Saklanma
Diizenleyicisi Konsantrasyonu Kosullar
(O
2,4-D NaOH 0.5 mg/ml +4
TDZ DMSO 0.25 mg/ml +4

Otoklavdan ¢ikarilan besin ortamlar steril kabin igerisinde daha onceden steril edilmis
olan magenta kaplarina dokiilerek, katilasmasi beklenmis ve steril edilmis tohumlar bir
magenta icerisinde bes tohum olacak sekilde ¢imlenmenin gergeklesmesi igin
birakilmigtir. Tohumlarda ilk ¢imlenme 4.giinde gozlemlenmistir. Eksplant alinacak

sekilde bitkicik olusmasi i¢in dort hafta beklenmistir.

Sekil 3.1 In vitro 'da ¢imlendikten 4-5 hafta sonra kok, petiol ve kotiledon
eksplantlarinin izole edildigi bitkicik
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3.2.3 Cemen tohumlarinda yiizey sterilizasyonu ve in vitro ¢cimlendirme

Giirarslan ve Ciftgi ¢esidine ait iri taneli ve daha canli renklere sahip olan tohumlar in
vitro calismalarda kullanilmistir. Cemen ¢esitlerine ait tohumlar, 2 ml’lik tamamen
steril ependorf tiipler igerisinde 3 dk siire ile %70’lik etil alkol (EtOH) igerisinde
calkalanarak bekletilmis, 3 kez steril saf suyla durulanmistir (Sekil 3.2). Daha sonra
%5 sodyum hipoklorit (NaOCI) igeren %25°lik ticari ¢amasir suyunda 30 dk boyunca

elle ters yiiz edilmis, 3 kez 5 dk siire ile steril saf su kullanilarak durulanmustir.

Sekil 3.2 Cemen tohumlarinin sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu islemi tamamlandiktan sonra, tohumlar steril kurutma kagitlari
(Whatman) tizerinde kuruyana kadar bekletilmis ve ¢imlenme igin belirlenen 20 g/L
sukroz, 7 g/L agar iceren Murahige ve Skoog (1962) (MS) besin ortamina aktarilmigtir
(Sekil 3.3). Uygulanan yiizey sterlizasyonu sonucu Giirarslan ¢esidi tohumlarinda

herhangi bir bakteriyel ve fungal bulasikliga rastlanmamamistir.
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Sekil 3.3 Steril cemen tohumlarinin besin ortamlarina aktarilmadan 6nce kurutulmasi

Ancak Ciftci gesidi gemen tohumlarinda bakteri kaynakli bulasiklik olabildigi bununda
tohum kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu c¢esitte Yiizey sterilizasyonunda
kullanilan ticari ¢amagir suyu %30’luk konsantrasyonda kullanilarak bulasiklik sorunu
¢oOziilmiistiir. Yiizey sterlizasyonu optimize edildikten sonra her iki ¢eside ait tohumlar
20 g/L sukroz, 7 g/LL agar igeren Murahige ve Skoog (1962) (MS) besin ortaminda 24
°C 8/16 16000 liiks 1s1k/karanlik ortaminda iklimlendirme kabinininde ¢imlendirilmistir.

3.2.4 Eksplant hazirhg:

Sekil 3.4 Kallus tesviki i¢in hazirlanan steril besin ortamlari
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In vitro da yiizey sterlizasyonundan sonra ¢imlendirme ortamina yerlestirilen Giirarslan
ve Cift¢i cesidine ait tohumlarda 4-7 giin sonra ¢imlenme baslamis, calismada
kullanilacak doku ve organel tiplerinin (kok, petiol ve kotiledon) olugsmasi igin kiiltiire
aldiktan yaklasik 4-5 hafta sonra gelisen bitkiciklerden farkli eksplant tipleri izole
edilmistir. Kok eksplanti olarak 4-5 haftalik bitkicigin kdk ucundan itibaren 10 mm
boyutunda izole edilmistir. Benzer olarak ayni yastaki bitkicikten 10 mm uzunlugunda
petiol (yaprak sapi) kesilerek besin ortamina yerlestirilmistir. Son olarak bitkicigin
kotiledon yapraklart bogum kismindan izole edilmis, meristematik dokular
uzaklastirilmis, kotiledon yapragin proksimal kismi atilarak, distal kismi 10.0x5.0 mm

boyutunda olacak sekilde kesilmis ve besin ortamlarina aktarilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.5 Steril fideciklerden elde edilen farkli eksplant tiplerinin kallus tesvik
ortamlarina aktarilmasi

3.2.5 Elde edilen kalluslarin siirgiin rejenerasyon ortamina aktarilmasi

Farkli eksplantlardan gelisen farkli yapi, renk, boyut ve agirliktaki kalluslar, siirgiin
rejenerasyonu tesviki i¢in belirlenen besin ortamlarina aktarilmistir.  Siirgiin
rejenerasyon tesvik ortami olarak farkli konsantrasyonlarda TDZ (2.27, 4.54, 6.81 uM),
30 g/L sukroz, 7 g¢g/L agar ve MS temel besin ortami kullanilmistir. Farkh
konsantrasyonlarda 2,4-D igeren kallus tesvik ortamindan elde edilen tiim eksplant
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tipleri farkli konsantrasyonlarda (2.27, 4.54, 6.81 uM) TDZ igeren besin ortamlarina
her bir kallus eksplanti ayr1 ayr1 olacak sekilde siirgiin rejenerasyon ortamlarina

aktarilmastir.

Sekil 3.6 Kallus tesvik ortamindan elde edilen kalluslarin siirgiin rejeneraston ortamina
aktarilmasi

3.3 istatistiki Analizler

In vitro gerceklestirilen ¢alismada kullanilan genotipler arasindaki korelasyonlarin
degerlendirilebilmesi icin istatistiki analizler gergeklestirilmistir. Yiiriitiilen ¢alisma
sonucunda kallus tipi ve rengi, kallus elde edilen eksplant orani, elde edilen kalluslarin
agirlig1 ve rejenerasyon gergeklesen kallus orani incelenmistir. Doku kiiltiirii ¢aligmalart
90 mm c¢apindaki petri kaplarina her muamelede 10 adet eksplant olacak sekilde 4
tekerriirlii olarak yerlestirilmis ve deneme tesadiif parselleri deneme desenine uygun
olarak kurulmustur. Elde edilen kalluslar ise siirgiin rejenerasyonu i¢in hazirlanan besin
ortamlarina her magentada 5 adet ekplant olacak sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra
elde edilen veriler 15181nda varyans analizi ve Tukey testi uygulanmistir. Yiizde degerler
istatistiki analiz yapilmadan once ag¢1 degerlerine doniistiiriilmiis (Snedecor ve Cochran
1967) ve istatistik analizler, JMP istatistik paket programi ile bilgisayar ortaminda
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Calismada kullanilacak eksplantlar i¢in uygun sterilizasyon yonteminin belirlenmesi
kontaminasyon kaynakli besi ortami, eksplant ve zaman kaybinin Oniine gec¢ebilmek
icin olduk¢a Onemli bir agamadir. Sterilizasyonda kullanilacak olan kimyasallarin
konsantrasyonu ve eksplantlarin kimyasallara maruz birakilma siiresi arttikca
eksplantlarin veya bitkinin rejeneratif gelisiminin zarar gormesine neden olabilir.
Eksplantlarin ve bitki rejeneratif gelisiminin olumsuz yonde etkilenmeyecegi ve en
saglikli sekilde sonug verebilecegi sterilizasyon yontemi daha dnce yapilan ¢alismalarda
yer alan sterilizasyon protokolleri goz oOniine alinarak degerlendirilmis ve karar
verilmistir. Rezaeian (2011) yaptig1 calismada, tohumlar ilk olarak 25 saniye etil alkol
daha sonra %2 sodyum hipoklorit ile steril hale getirmistir. Besin ortamina aktarmadan
once 3 defa steril distile su ile durulama iglemini gerceklestirmistir. Oncina vd. (2000)
yaptiklar1 ¢alismalarinda sterilizasyon yontemi olarak %100 ‘liik etil alkolle 1 dakika,
%20’1ik sodyum hipoklorit ile 15 dakika tohumlarin yiizey sterilizasyonunu saglamislar

ve tohumlar1 besin ortamlarina aktarmadan 6nce steril distile su ile durulamislardir.

Cizelge 4.1 Farkli miktarlarda ticari gamasir suyu ile yiizey sterilizasyonunun Cift¢i ve
Giirarslan ¢esidi ¢gemen tohumlarinin ¢imlenmesi tlizerine etkileri

Camagsir Cimlenme Oram Saghkh Bitkicik Bulasik Bitkicik Oram
Suyu (%) Olusumu (%) (%)
Oranlan
(%) Ciftci | Giirarslan Ciftci | Giirarslan| Ciftci Giirarslan
25 100.0 100.0 0.0 100.0 100.0 0.0
30 100.0 100.0 90.0 100.0 0.0 0.0

Giirarslan ve Cift¢i ¢esidi cemen tohumlarina uygulanan farkli oranlardaki camasir
suyunun ¢imlenme orani, saglikli bitkicik olusumu ve kontamine bitki sayis1 degerleri

Cizelge 4.1°de belirtilmistir. Giirarslan ve Cift¢i ¢esidi cemen tohumlarinin kullanildigi
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bu calismada ilk olarak 3 dakika %70’lik etil alkol (EtOH) igerisinde ¢alkalanarak
bekletilmistir. Daha sonra tohumlarin etil alkolden arindirilmasi igin 3 defa steril distile
su ile durulanmistir. Ardindan %25°lik ticari camasir suyunda (NaOCl) 30 dakika
boyunca bekletilmis ve 3 kez 5’er dakikalik araliklarla durulanmistir. Kullanilan bu
yontem Giirarslan ¢esidi ¢gemen tohumlart i¢in %100 oraninda ¢imlenme ve saglikl
bitkicik olusumu saglamistir. Cift¢i ¢esidi ¢emenler igin ise %100 oraninda bir
cimlenme goriilmesine ragmen saglikli bitkicik gozlemlenememis ve tiim bitkilerde
bakteri kaynakli kontaminasyon meydana gelmistir. Bu nedenle Cift¢i ¢esidi ¢emen
tohumlarinda %30’luk ticari ¢amasir suyu kullanilmig ve diger asamalar sabit
tutulmustur. Bu deneme sonucunda Cift¢i ¢esidi ¢emen tohumlarinda %100 oraninda

¢imlenme gozlemlenirken, saglikli bitkicik olusum orani %90 olarak kaydedilmigtir.

4.2 Farkh Besin Ortamlariin Kallus Tipi ve Rengi Uzerine Etkileri

Hormonlarin bulunmasi doku kiiltiiriinde yiiriitiillen calismalarda bir¢cok gelismenin
meydana gelmesine yol agmustir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin bitki doku kiiltiiri
caligmalarinda kullanilmasi bitkilerin rejenerasyon kabiliyetlerinde degisiklikler
olusturmustur. Bu degisikler insanlarda merak duygusu uyandirmis ve insanlarin bu
alanda caligsmalara yonelmesine yol agmistir. Yapilan bu calismalar sonucunda bitki
biiyiime diizenleyicilerinin doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilmasi, eksplant ve bitki
bliylime diizenleyicilerinin birbiri {izerindeki etkileri incelenmistir. Bu incelemeler
sonucunda besin ortamlarinda kullanilan biiyiime diizenleyicilerin miktarlarinin 6nemli
oldugu kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu caligmalarinda olumlu veya olumsuz

etkileri degerlendirilmistir (S6nmez, 2019).
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N

Sekil 4.1 Farkli besin ortamlarinin Cift¢i ¢esidi ¢emen bitkisinin petiol eksplantinda
kallus tipi ve rengi tizerine etkileri ( (a: 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami,
b: 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortami, ¢: 4.52 uM 2,4 igeren besin ortami d:
9.05 uM 2,4-D igeren besin ortami)
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Cizelge 4.2 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarinin Cift¢i ¢esidinde kok, kotiledon ve petiol

kallus tipi ve rengi iizerine etkileri

Biiyiime

diizenleci leri

Eksplant tipleri

(nM)

2,4-D Kok Kotiledon Petiol

Kontrol (0.0) Kallus yok Kallus yok Kallus yok

1.13 Sari-yesil, Gevsek, | Sari-yesil, Gevsek, | Sari-yesil, Gevsek,
Sulu Sulu Sulu

2.26 Sari, Az | Sari-yesil, Sar1, Gevsek
gelismis, Yumusak | Kompakt

452 Sari, Yumusak, | Sari-kahve,
Kallus yok Sulu Kompakt, Sert

9.05 Kahverengi, Sert Az gelismis, Sert,
Kallus yok Kahverengi

18.10 Kallus yok Kallus yok Kallus yok
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Sekil 4.2 Farkli besin ortamlarinin Cift¢i ¢esidi ¢emen bitkisinin kotiledon eksplantinda
kallus tipi ve rengi lizerine etkileri (a: 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami, b:
2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamu, c: 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortami)

Kallus tipi ve rengi, materyalin canliligi ve gelisimi hakkinda bilgi verebilir. Kallus
rengi klorofil endojen ve ekzojen hormonlari, eksplant kaynaklar1 ve sicaklik ile 151k
maruziyeti gibi ¢evresel kiiltiir kosullar1 arasindaki farkliliklar nedeniyle degisiklikler
gosterebilir (Mongole vd. 2009). Bu ¢alismada, Ciftci ¢esidi cemen tohumlarindan elde
edilen 4-6 haftalik steril bitkiciklerden alinan kotiledon, kok ve petiol eksplantlart
kullanilmistir. Eksplant tipleri farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren besin ortamlarina
aktarilmis ve olusan kalluslarin rengi ve tipi Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir. Kontrol ve
18.10 uM 2,4-D igeren besin ortamlarindaki eksplantlarin hicbirinde kallus gelisimi
gozlemlenmemistir. Ayrica 4.52 uM 2,4-D ve 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamlarina
alinan kok eksplant tipinde kallus gelisimi gézlemlenmezken, bu ortamlardaki kotiledon
ve petiol ekplantlarin da kallus gelisimi meydana gelmistir. 1.13 uM 2,4-D ve 2.26 uM

2,4-D igeren besin ortamlarinda biitiin eksplant tiplerinde kallus gelisimi meydana

29



gelmis ve 1.13 pM 2,4-D igeren besin ortamindaki biitiin eksplant tiplerinin sari-yesil

renkte, sulu ve gevsek dokulu kallus olusturdugu gézlemlenmistir.

\ A 1] =
\ g

Sekil 4.3 Farklt besin ortamlarinin Cift¢i ¢esidi ¢gemen bitkisinin kok eksplantinda
kallus tipi ve rengi tizerine etkileri (a: 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami, b:
2.26 uM 2,4-D igeren besin ortami)

Giirarslan ¢esidi gemen tohumundan elde edilen bitkiciklerden alinan eksplant tiplerinin
olusturdugu kallus tipi ve rengi Cizelge 4.3 de belirtilmistir. Ciftgi cesidi ile ayn
sekilde kontrol ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda kallus olusumu
gozlemlenmemistir. Kok eksplant tipi 4.52 uM 2,4-D ve 9.05 uM 2,4-D igeren besin
ortamlarinda kallus olusumu géstermemistir. 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortaminda
kotiledon ve petiol eksplant tiplerinden elde edilen kalluslar kahverengi, az gelismis ve
sert yapili olarak gozlemlenmis ve 1.13 uM 2,4-D ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin

ortamlarindaki eksplant tipleri ise sari-yesil, sulu ve gevsek bir yapiya sahiptir.

Eksplant tiplerinden elde edilen kalluslardan gergeklestirilen gozlemlerden yola
cikildiginda iki gesit iginde 2,4-D miktarindaki artis kallus rengi ve tipinde olumsuz
yonde bir etkiye sahiptir. Ancak 1.13 uM 2,4-D ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin
ortamlarindan elde edilen kalluslarin canli, parlak, sarimsi ve gevsek yapili oldugu
gbzlemlenmistir. Rejenerasyon ve siispansiyon kiiltiiriinde kullanilmaya elverisli olan
kalluslar sarimsi, sulu ve gevsek yapili olmalidir (Hu vd. 2019). Bu nedenle 2,4-D’nin

belirli konsantrasyonlarinin kallus renginde ve tipinde olumlu bir etkiye sahip oldugu,
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ayni zamanda siispansiyon kiiltiirline uygun kalluslarin = 6zelliklerini  tasidigt

sOylenebilir.

Cizelge 4.3 Farkli besin ortamlarinin Giirarslan ¢esidi gemen bitksinin kok, kotiledon ve
petiol eksplantinda kallus tipi ve rengi lizerine etkileri

Biiyiime Eksplant tipleri
diizenleci leri
(eM)

2,4-D Kok Kotiledon Petiol

Kontrol Kallus yok Kallus yok Kallus yok

1.13 Sari-yesil, Gevsek, | Sari-yesil, Gevsek, | Sari-yesil, Gevsek,
Sulu Sulu Sulu

2.26 Sari, Az Sari-yesil,Gevsek Sar1, Gevsek, Sulu
gelismis, Yumusak

452 Sari-kahve,  Sert, | Sar1, Kompakt
Kallus yok Kompakt

9.05 Kahverengi, Sert, | Az gelismis, Sert,
Kallus yok Az gelismis Kahverengi

18.10 Kallus yok Kallus yok Kallus yok

4.3 Farkhh Cemen Genotiplerinde Ekplant Tipleri ve Besin Ortamlarinin Kallus

Olusumu Uzerine Etkileri

Cift¢i ¢esidinden alinan kok, kotiledon ve petiol eksplantlari besin ortamlarina
alindiktan bir hafta sonra eksplant iizerinde ¢iplak gozle ve mikroskop altinda ilk
gozlemler gergeklestirilmistir. Bir hafta sonraki ilk gézlemlerde hicbir eksplant tipinde
kallus baslangic1 gozlemlenmemistir. Ikinci gdzlem eksplantlarin besin ortamlarma
aktarilmasindan 12 giin sonra gerceklestirilmistir. Kotiledon ve petiol eksplantlarinda
ilk Kkallus olusumu ayni anda goriilmiistir. Kok ekplantindaki kallus baslangici
eksplantlar besin ortamina aktarildiktan 20 giin sonra gézlemlenmeye baslamistir. Kok
eksplanti fazla genisleme gostermeden gelisimini siirdiirmiistiir. Kallus olusumunun
baglamasiyla birlikte kotiledon ve petiol eksplantlar1 genisleyerek yaklagik 2-3 kati
kadar hacimsel bir gelisme gostermistir. Kok eksplanti kotiledon ve petiol eksplantina

gore daha yavas bir biiylime ve kallus gelisimi gostermistir.
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Giirarslan cesidinde ise kok, kotiledon ve petiol eksplant tipleri kallus tesvik besin
ortamlarina aktarildiktan bir hafta sonra ilk kallus olusumlart goézlemlenmistir.
Gergeklestirilen ilk gozlemde 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortaminda tiim eksplant
tiplerinde kallus baslangici oldugu gorilmustir. 2.26 uM 2,4-D ve 4.52 uM 2,4-D
iceren besin ortamlarinda kok eksplant tipinde kallus baslangici gozlemlenmezken
kotiledon ve petiol eksplant tiplerinde kallus baslangici meydana gelmistir. Ortamlardan
9.05 uM 2,4-D ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda ise kallus baslangici
gbzlemlenmemistir. ikinci gdzlem eksplant tipleri besin ortamlarma alindiktan 14 giin
sonra gerceklestirilmistir. ik gdzlemde 2.26 pM 2,4-D iceren besin ortaminda kallus
olusturmayan kok eksplant tipi ikinci gozlemde kallus olusturmustur. Besin
ortamlarindan 4.52 uM 2,4-D ve 9.05 puM 2,4-D igeren besin ortamlarinda ikinci
gozlemde de kok ekspant tipinde kallus baslangici meydana gelmemistir. Kontrol grubu
ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin ortaminda ise hicbir eksplant tipinde kallus baglangici

gozlemlenmemistir.

Iki farkl1 genotip goz oniinen alindiginda Giirarslan cesidi, Ciftci cesidine gore yaklagik
5 giin daha once kallus baslangic1 gostermistir. Her iki genotip i¢inde kontrol ve 18.10
uM 2,4-D igeren besin ortamlarindaki tiim eksplant tiplerinde kallus olusumu meydana

gelmemistir.

4.3.1 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarimin Ciftci cesidinde farkh ekplant tiplerinde

kallus olusumu iizerine etkileri

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren MS besi ortamlarinda Cift¢i ¢esidinde farkli
eksplant (kotiledon, kok, petiol) tiplerinden elde edilen kallus olusturma oranina ait
varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’de Ozetlenmistir. Elde edilen varyans analiz
sonuglarina gore varyasyon kaynaklarindan eksplant, besin ortami ve eksplant*besin
ortami interaksiyonlarinin kallus olusturma orami {izerine etkisi istatistiki olarak 0.01
diizeyinde o6nemli bulunmustur. Cift¢i ¢esidinde farkli eksplant tipleri ve besin
ortamlarina ait yiizde kallus olusturan eksplant orami {izerine etkilerine ait ortalama

degerleri ve Tukey Testi ise Cizelge 4.5 de verilmistir.

32



Cizelge 4.4 Farkli 2,4-D konsantrasyonlarinin Ciftgi ¢esidinde kok, kotiledon ve petiol
eksplant tiplerinde kallus olusturan eksplant orani iizerine etkilerine iliskin
varyans analiz sonuglari

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplamn  Ortalamasi

Eksplant (A) 2 14702.78 7351.39 48.7086**

Besin Ortami (B) 5 109494.4 21898.89  145.0969**

A*B 10 31313.89 3131.389 20.7479**

Hata 54 8150 150.93

Genel 71

Degisim Katsayisi (%) 23.90

**0.01 diizeyinde 6nemli

Kallus olusum etkinligi eksplant kaynagi, besin ortami bileseni, sicaklik ve biiyiime
kosullarina bagh olarak degismektedir (Chaudhry vd. 2014). Eksplant tipi somatik
embriyogenesiz ile kallus indiiklenmesinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Li Yang vd.
2010).
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Sekil 4.4 Ciftci gesidi ¢emen bitkisinin farkli eksplant tiplerinin 1.13 pM 2,4-D igeren
besin ortamindaki kallus olusumu (a;Kotiledon b;K6k, c; Petiol)

Farkl1 2,4-D konsantrasyonlar1 ve eksplant tipleri dikkate alindiginda, kallus olusturan
eksplant oran1 %0.0-100.0 arasinda degismistir. En yiiksek kallus olusturma orani
kotiledon i¢in 1.13 uM ve 2.26 uM 2,4-D; kok i¢in 1.13 uM 2,4-D, petiol igin ise 4.52
uM ve 9.05 uM igeren besin ortaminda saptanmistir. Ancak 2,4-D konsantrasyonu
18.10 uM ye ¢ikarildiginda eksplantlarin hepsinde kallus gelisiminin tamamen negatif
etkilendigi gozlemlenmistir. Ayrica kok eksplantinda da benzer olarak 2,4-D diizeyi
4.52 uM ve tizerine ¢ikildiginda kallus olusumunun engellendigi goriilmiistiir. Tariq vd.
(2020) Citrillus colocynthis L. bitkisinin in vitro kosullar altinda mikrogogaltimi {izerine
caligmiglardir. Eksplant tipi olarak yaprak ve bitki nodlarimi kullanmislar ve kallus
tesvik ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve KIN kullanmislardir. Kallus
olusumu agisindan en iyi sonug 4.52 uM 2,4-D+4.65 uM KIN igeren besin ortamindan
elde ettiklerini ve 2,4-D konsantrasyonundaki artisin kallus olusumunda keskin bir

azalma gosterdigini rapor etmislerdir.
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Sekil 4.5 Ciftci ¢esidi ¢emen bitkisinin farkli eksplant tiplerinin 2.26 uM 2,4-D igeren
besin ortamindaki kallus olusumu (a;Kotiledon b;Kok, c; Petiol)

Eksplant tipleri kendi aralarinda incelendiginde tiim besin ortamlarinda eksplant tipleri
ortalamalar1 arasinda fark istatistiki olarak 6nemli bulunmus olup, ortalama kallus
olusturma orani1 %31.25-62.92 arasinda degismistir. En yiiksek kallus olusturma orani
petiol eksplant tipinden (%62.92), en disiik ise (% 31.25) kok ekplant tipinden elde
edilmistir. Kotiledon ve petiol eksplant tiplerinin kallus olusturma oran1 bakimindan
tim besin ortamlar1 dikkate alindiginda istatistiki olarak aymi grupta yer aldig
goriilmektedir. Kok eksplant tipinin kallus olusturma yetenegi morfogenetik olarak,
kotiledon ve petiol eksplant tiplerinden daha diisiikk oldugu, ayrica 6nemli sekonder
metobolitlerin birikimi bakimindan k6ék organinin geride kaldigi bilinmektedir. Singh
vd. (2015) Centella asiatica L. bitkisi iizerine yaptiklari ¢alismada yaprak ve kok
eksplant tiplerini kullanmiglar ve her iki eksplant tipinde de sekonder metabolit tiretimi

gerceklesmesine ragmen Yyaprak eksplant tipinden elde edilen sekonder metabolit
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oraninin kdok eksplant tipinden elde edilen sekonder metabolit oranina gore daha fazla

oldugunu bildirmislerdir.

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren besin ortamlar1 tiim eksplant tipleri i¢in kalus
olusturan eksplant oran1 bakimindan incelendiginde, kallus olusturan eksplant % 0.0-
96.7 arasinda degistigi goriilmiistiir. En yiiksek kallus olusumu (%96.7), 0.25 uM 2,4-D
iceren besin ortaminda, en diisiik ise (% 0.0) kontrol ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin
ortaminda goriilmiistiir. Das vd. (2018) Brucea mollis Wall. bitkisinde yiirtittiikleri
caligmada 3 farkli eksplant tipi (yaprak, nod, internod) kullanmiglar ve farkli
konsantrasyonlarda bitki biiytime diizenleyicisi (2,4-D, BAP, NAA) kullanarak ¢esitli

besin ortami kombinasyonlar1 belirlemislerdir. Kontrol ortamindaki higbir eksplant

tipinde kallus olusumu gozlemlemediklerini bildirmislerdir.

Tiim eksplant tiplerinde besin ortamina en diisiik doz olan 1.13 uM 2,4-D eklendiginde
cok carpict bigimde kallus olusumunun basladigi, eksplantlarin biiyiimeye basladigi
saptanmig ve 2,4-D’nin tiim eksplant tiplerinin kallus rejenerasyonu bakimindan
uyartti@i  diistiniilmektedir. Dennis Thomas ve Maseena (2006) Cadiospermum
hilicacabum bitkisinde 2,4-D ‘nin farkli konsantrasyonlarin1 (2.26-40.68 uM)
kullanarak belirledikleri besin ortamlarinin kallus olusumu {izerine etkilerini
incelemislerdir. En yiiksek kallus olusumunun 22.62 uM 2,4-D igeren besin ortamindan
elde ettiklerini bildirmislerdir. Valizadeh ve Tabar (2009) Bunium persicum bitkisinde
farkli konsantrasyonlarda kullandigi biiyiime diizenleyicilerle ( 2,4-D, NAA, KIN)
belirledigi besin ortamlariin hipokotil eksplant tipi iizerine etkilerini incelemislerdir.
En yiiksek kallus olusum oranini 4.52 uM 2,4-D iceren besin ortamindan elde ettiklerini

rapor etmislerdir.

4.52 uM 2,4-D ve daha yiiksek konsantrasyonlarda tiim eksplant tipleri ortalamalarinda
kallus olusumunun olumsuz etkilendigi 18.10 uM 2,4-D konsantrasyonuna ¢ikildiginda
tim eksplant tiplerinde kallus olusumunun durdugu gézlemlenmistir. Belli bir dozdan
sonra 2,4-D’nin toksik etki ettigi ya da hiicre yapisinda bozulmalara ya da oksin
biyosentez dengesini bozdugu sebebiyle kallus olusumunun negatif etkilendigi

diistiniilmektedir. Elde edilen bulgular literatiirle karsilastirildiginda kaydedilen
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sonuglara benzer olarak; Fletcher vd. (2011) yiiriittiikleri ¢calismada Manihot esculenta
Crantz. bitkisine farkli 2,4-D (36.2 uM, 54.24 uM, 67.8 uM) konsantrasyonlari ve farkli
eksplant tiplerinin (yaprak, petiol, koltuk alti1 meristemi) kallus tesvikine etkilerini
incelemislerdir. En yiiksek kallus olusum oranmni, en diisiik konsantrasyonda 2,4-D
iceren besin ortamindan elde ettiklerini bildirmislerdir. 36.2 uM 2,4-D iceren besin
ortaminda tiim eksplant tiplerini kallus olusturdugunu, 67.8 uM 2,4-D igeren besin

ortaminda ise sadece yaprak eksplant tipinin kallus olusturdugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.5 Farkli 2,4-D konsantrasyonlarinin Ciftgi  ¢esidinde kok, kotiledon ve
petiolde kallus olusturan eksplant orani iizerine etkilerine iliskin Tukey

Testi
Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol 0.0b 0.0b 0.0b 0.0
1.13 100.0a 100.0a 90.0a 96.7
2.26 100.0a 87.5a 87.5a 91.7
4.52 90.0a 0.0b 100.0a 63.3
9.05 70.0a 0.0b 100.0a 56.7
18.10 0.0b 0.0b 0.0b 0.0
Ortalama 60.00 31.25 62.92

4.3.2 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarmmin Giirarslan c¢esidinde farkh eksplant

tiplerinde kallus olusumu iizerine etkileri

Farkli 2,4-D konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan besin ortamlarinda kotiledon,
kok ve petiol eksplant tiplerinde elde edilen kallus olusturma oranina iliskin varyans
analiz tablosu Cizelge 4.6’da verilmistir. Varyans analiz sonuglarina gore varyasyon
kaynaklarindan eksplant, besin ortami ve eksplant*besin ortami interaksiyonu 0.01

diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.6 Farkli 2,4-D konsantrasyonlariin Giirarslan ¢esidinde kok, kotiledon ve
petiol eksplant tiplerinde kallus olusturan eksplant orani {izerine etkilerine
iliskin varyans analiz sonuglari

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplami  Ortalamasi

Eksplant (A) 2 12036.11 6018.055 35.0377**

Besin Ortami (B) 5 112173.6 22434.72  130.6173**

A*B 10 23180.56 2318.056 13.496**

Hata 54 9275 171.76

Genel 71

Degisim Katsayisi (%) 27.19

**0.01 diizeyinde 6nemli

Sekil 4.6 Giirarslan ¢esidi ¢emen bitkisinin farkli eksplant tiplerinin 1.13 uM 2,4-D
igeren besin ortamindaki kallus olusumu (a;Kok b;Kotiledon, ¢; Petiol)
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Cizelge 4.7°ye gore eksplant*besin ortami interaksiyonu incelendiginde kotiledon
ekspant tipinde kallus olusturan eksplant oran1 %0.0-95 arasinda degisirken, kok ve
petiol eksplant tiplerinde %0.0-100 arasinda degismistir. En yiiksek yiizde kallus
olusturma orani kotiledon eksplant tipi i¢in; %95 degeri ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin
ortamindan, kok eksplant tipi i¢in; %100 degeri ile 2.26 uM 2,4-D igeren besin
ortamindan, petiol eksplant tipi icin ise %100 degeri ile 1.13, 2.26 ve 9.05 uM 2,4-D
iceren besin ortamlarindan elde edilmistir. Kok eksplant tipinde sadece 1.13 uM ve 2.26
uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda kallus olusumu meydana gelmistir. Biitiin eksplant
tipleri igin ise kontrol ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda kallus olusumu

gbzlemlenmemistir.

Eksplant tipleri ortalama degerleri incelendiginde tiim besin ortamlarinda eksplant
tipleri arasindaki fark istatistiki olarak dnemli bulunmustur. En yiiksek sonu¢ %64.17
ile petiol eksplant tipinden gozlemlenirken, bu oran1 %47.92 ile kotiledon, %32.5 ile

kok eksplant tipi takip etmistir.
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Sekil 4.7 Giirarslan ¢esidi cemen bitkisinin farkli eksplant tiplerinin 2.26 uM 2,4-D
igeren besin ortamindaki kallus olusumu (a;Kotidon b;Kok, c; Petiol)

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren besin ortamlarinin genel ortalamalar1 kendi
aralarinda irdelendiginde ise en yiiksek kallus olusturma orani %96.67 ile 1.13 uM ve
2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamlarindan elde edilmistir. Bu oranlar1 %49.17 ile 9.05
UM 2,4-D igeren besin ortami ile %46.67 ile 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortami takip
etmis ve istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer almiglardir. Benzer olarak
gerceklestirilen bir ¢alismada Phua vd. (2016) Clinacanthus nutans bitkisinde farkl
konsantrasyonlarda 2,4-D (0-45.2 uM) igeren besin ortamlarinin geng ve yasl yaprak
eksplant tipileri iizerine etkilerini incelemislerdir. Geng¢ yapraklar eksplant tipi olarak
kullanildiginda en iyi kallus olusumunu 2.26 pM 2,4-D iceren besin ortamindan elde
ederlerken, yash yapraklar eksplant tipi olarak kullanildiginda 1.13 uM 2,4-D igeren
besin ortamindan elde etmislerdir. 2,4-D konsantrasyonu 9.05 uM iizerine ¢ikmaya

basladiginda kallus olusumunda yavaslamanin basladigint ve 18.10 puM iizerine
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ciktiginda ise kallus olusumunun meydana gelmedigini ve kontrol grubunda da kallus

olusmadigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.7 Farkli 2,4-D konsantrasyonlarmin Giirarslan ¢esidinde kok, kotiledon ve
petiolde kallus olusturan eksplant orani iizerine etkilerine iliskin Tukey

Testi
Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol 0.0d 0.0d 0.0d 0.0
1.13 95.0a 95.0a 100.0a 96.67
2.26 90.0a 100.0a 100.0a 96.67
4,52 55.0bc 0.0d 85.0ab 46.67
9.05 47.5¢ 0.0d 100.0a 49.17
18.10 0.0d 0.0d 0.0d 0.0
Ortalama 47.92 32.5 64.17
4.4 Kallus Agirhgi

4.4.1. Farkh 2,4-D konsantrasyonlarimin Ciftci cesidinde farkh ekplant tiplerinde

30. giinde kallus agirh@ iizerine etkileri

Eksplant tipi, besin ortamlari, bitki biiyiime diizenleyicilerindeki farkliliklar, elde edilen
kalluslarin agirliginda olduk¢a 6nemli bir etkiye sahiptir (Burdak vd. 2020). Yapilan
varyans analizi sonucunda Cift¢i ¢esidi i¢in 30.giin kallus agirligina iligskin elde edilen
degerler Cizelge 4.8’ de verilmistir. Sonuglara gore varyasyon kaynaklarindan eksplant,
besin ortami1 ve eksplant*besin ortami interaksiyonu p<0.01 diizeyinde 6nemli oldugu

bulunmustur.
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Cizelge 4.8 Ciftgi ¢esidi gemen bitkisinde 30. giin kallus agirligina ait varyans analiz

tablosu

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplam Ortalamasi

Eksplant (A) 2 38.0992 19.0496 514.7643**

Besin Ortami (B) 5 46.77909 9.355818 252.8158**

A*B 10 22.88497 2.288497  61.8405**

Hata 54 1.99835 0.03701

Genel 71

Degisim Katsayisi (%) 18.81

**0.01 diizeyinde onemli

Ciftei ¢esidi cemen bitkisinde kallus eldesi gerceklestikten 30 giin sonra kallus agirlik
ol¢timii gerceklestirilmis ve 30. glin kallus agirligina iliskin ortalama degerler ve Tukey
testi Cizelge 4.9° da verilmistir. Eksplant*besin  ortami interaksiyonu
degerlendirildiginde elde edilen kalluslarun agirliklari  0.0-3.536 g arasinda
degismektedir. Eksplant tipi olarak kotiledon kullanildiginda 2.26 uM 2,4-D igeren
besin ortaminda en yiiksek kallus agirligi elde edilmistir. Bu degeri kotiledon eksplant
tipi 3.235 g ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami takip etmistir. K6k eksplant tipi
kullanildiginda ise 1.13 ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda benzer degerler
elde edilmistir. Biitiin eksplant tiplerinde kontrol ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin
ortamlarinda kallus olusmadig: i¢in agirhik dl¢timii yapilmazken, kok eksplant tipinde
4.52 uM ve 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda da kallus olusmadig i¢in agirlik
Olgimii yapilmamugtir. Petiol eksplant tipi kullanildiginda en yiiksek sonu¢ 2.076 g
degeri ile 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica petiol
eksplant tipi, 1.13 uM, 2.26 uM ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlari istatiski

olarak ayni grup igerisinde yer almaktadir.

Eksplant tipleri i¢in kalluslarin 30.giin agirlik ortalama degerleri kendi iginde
degerlendirmeye alindiginda aralarindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. En
yiiksek 30.giin kallus agirligi ortalama degeri 1.893 g ile kotiledon eksplant tipinden
elde edilirken, petiol eksplant tipi 1.062 g degeri ile kotiledon eksplant tipini takip
etmistir. En diisiik 30.giin kallus agirlik ortalama degeri ise 0.112 g degeri ile kok
eksplant tipinden elde edilmistir.
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Sekil 4.8 Ciftei ¢esidi cemen bitkisinde kallus agirliginin lgiilmesi

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D iceren besin ortamlar1 kendi aralarinda incelendiginde
en yiiksek sonu¢ 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilirken 1.13 uM, 2.26
uM ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlart istatistiki olarak ayni1 grup igerisinde yer
almaktadir. En yiiksek sonu¢ elde edilen 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamindan
oOl¢iilen 30.giin kallus agirlig1 ortalama degeri 1.885 g olarak kaydedilmistir. Bu degeri
1.797 g ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami ve 1.663 g ile 4.52 uM 2,4-D igeren

besin ortami takip etmistir.
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Cizelge 4.9 Ciftci ¢esidi gemen bitkisinde 30. giin kallus agirligina ait ortalama degerler

ve Tukey testi
Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol 0.0e 0.0e 0.0e 0.0
1.13 3.235ab  0.320de 1.837c 1.797
2.26 3.536a  0.353de 1.765c 1.885
4.52 2.912b 0.0e 2.076¢ 1.663
9.05 1.674c 0.0e 0.696d 0.790
18.10 0.0e 0.0e 0.0e 0.0
Ortalama 1.893 0.112 1.062

4.4.2 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarimin Ciftci cesidinde farkh ekplant tiplerinde

60. giinde kallus agirhg: iizerine etkileri

Cizelge 4.10° da Ciftci ¢esidinde 60. giin kallus agirligina ait varyans analiz tablosu
verilmistir. Yapilan istatistik analizi sonucunda eksplant, besin ortam1 ve eksplant*besin

ortamu interaksiyonu p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.10 Ciftci cesidi cemen bitkisinde 60. giin kallus agirligina ait varyans analiz

tablosu

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri

Derecesi Toplamm Ortalamasi
Eksplant (A) 2 43.1135 215567  410.863**
Besin Ortami (B) 5 54.55189 10.91038 207.9474**
A*B 10 25.74638 2574638  49.0716**
Hata 54 2.8332 0.05247
Genel 71
Degisim Katsayist (%) 20.70

**0.01 diizeyinde onemli
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Ciftci c¢esidine ait 60. giin kallus agirhg ortalama degerleri (Cizelge 4.11)
incelendiginde besin ortamlart ve eksplant tipleri arasinda genel olarak farkliliklar
gozlenmektedir. Eksplant*besin ortami interaksiyonu degerlendirildiginde en yiiksek
sonug 3.661 g degeri ile kotiledon eksplant tipinin kullanildigi 2.26 uM 2,4-D igeren
besin ortamindan elde edilmis ve bu degeri sirastyla 3.462 g ile 1.13 uM 2,4-D iceren
besin ortami ve 3.135 g degeri ile 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortami takip etmistir.
Ayrica bu degerler istatistiki olarak ayni1 grup icerisinde yer almaktadir. Kok eksplant
tipi kullanildiginda 1.13 uM 2,4-D ve 2.26 uM 2,4-D besin ortamlar sirasiyla 0.358 g
ve 0.386 g degerleri ile ayni istatistiki grup igerisinde yer alirken kontrol, 4.52 uM 2,4-
D, 9.05 uM 2,4-D ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin ortamlarindan kallus agirlig
degerleri elde edilememistir. Petiol eksplant tipi kullanildiginda en yiiksek sonug 4.52
uM 2,4-D iceren besin ortamidan elde edilirken 1.13 uM 2,4-D, 2.26 uM 2,4-D ve 4.52

uM 2,4-D igeren besin ortamlart ayni istatiki grup i¢erinde yer almaktadir.

Kullanilan farkli eksplant tiplerinden elde edilen 60.giin kallus agirlik ortalama
degerleri aralarindaki fark 6nemli bulunmustur. Eksplant tipi ortalama degerleri géz
Ontine alindiginda en yiiksek sonug¢ 2.015 g ile kotiledon eksplant tipinden elde
edilmistir. Bu degeri ise 1.18 g ile petiol eksplant tipi takip etmis ve en diigiik kallus
agirligi ortalama degeri ise 0.123 g ile kok eksplant tipinden elde edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda kullanilan 2,4-D igeren besin ortamlarindan elde edilen
60.giin kallus agirlig1 degerleri irdelendiginde en yiiksek sonucun 1.983 g ile 2.26 pM
2,4-D igeren besin ortamindan elde edildigi gézlemlenmistir. Ayrica 1.978 g degeri ile
1.13 uM 2,4-D igeren besin ortam1 ve 1.820 g degeri ile 4.52 uM 2,4-D igeren besin
ortam1 en yiiksek degeri takip ederken, bu degerler ayni istatistiki grup igerisinde yer

almaktadir.
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Cizelge 4.11 Ciftci ¢esidi cemen bitkisinde 60. giin kallus agirligina ait ortalama

degerler ve Tukey testi
Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol 0.0d 0.0d 0.0d 0.0
1.13 3.462a  0.358cd 2.113b 1.978
2.26 3.661a 0.386¢cd 1.902b 1.983
4,52 3.135a 0.0d 2.325b 1.820
9.05 1.833b 0.0d 0.741c 0.858
18.10 0.0d 0.0d 0.0d 0.0
Ortalama 2.015 0.123 1.18

4.4.3 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarinin Ciftci cesidinde farkh ekplant tiplerinde

90. Giinde Kkallus agirhg: iizerine etkileri

Ciftei cesidinde 90. giin kallus agirligina ait varyans analiz tablosu Cizelge 4.12° de
verilmistir. Varyasyon kaynaklarindan eksplant, besin ortami ve eksplant*besin ortami

interaksiyonu istatistiki olarak p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.12 Ciftci cesidi cemen bitkisinde 90. giin kallus agirligina ait varyans analiz

tablosu

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplam Ortalamasi

Eksplant (A) 2 49.35992 24.67996 430.5033**

Besin Ortami (B) 5 63.44325 12.68865 221.3337**

A*B 10 29.34313 2.934313  51.1845**

Hata 54 3.0957 0.05733

Genel 71

Degisim Katsayist (%) 20.09

**0.01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.13” deki eksplant*besin ortami interaksiyonu degerlendirildiginde kotiledon
eksplant tipi kullanildiginda en yiiksek sonug¢ 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamindan
3.851 g degeri ile elde edilirken, bu degeri 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami 3.753 ¢
degeri ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortami 3.348 g degeri takip etmistir. Ayrica
kotiledon eksplant tipinin kullanildig1 bu 3 farkli ortam ayni istatistiki grup igerisinde
yer almaktadir. Kok eksplant tipi kullanildigindan en yiiksek sonu¢ 2.26 uM 2,4-D
igeren besin ortamindan elde edilmistir. Petiol eksplant tipi kullanildiginda en yiiksek
agirlik olgtimii 2.512 g ile 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamindan meydana gelmistir.
Ayni zamanda 1.13 pM 2,4-D ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamu ile ayni istatistiki
grup icerisinde yer alirken kotiledon eksplant tipinin kullanildigi ve 9.05 uM 2,4-D
iceren besin ortamindan elde edilen 90.giin kallus agirlig1 degeride bu istatistiki grup

icerisinde yer almistir.

Eksplant tipleri kendi aralarinda degerlendirmeye alindiginda tiim besin ortamlarinda
eksplant tipleri 90.giin kallus agirlik ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak
onemli bulunmustur. En yiiksek 90.giin kallus agilig1 kotiledon eksplant tipinden 2.155
g olarak kaydedilmistir. Bu degeri 1.285 g degeri ile petiol ve 0.134 g degeri ile kok
eksplant tipi takip etmistir.

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D iceren besin ortamlarinin 90.giin kallus agirlik
degerleri incelendiginde 2.151 g ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortamindan en yiiksek
deger elde edilirken 2.26 uM ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlar1 bu degeri takip

etmis ve istatistiki olarak ayni grupta yer almistir.
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Cizelge 4.13 Ciftei ¢esidi cemen bitkisinde 90. giin kallus agirligina ait ortalama

degerler ve Tukey testi
Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol 0d od od 0
1.13 3.753a  0.378cd 2.322b 2.151
2.26 3.851a  0.423cd 2.101b 2.125
4.52 3.348a od 2.512b 1.954
9.05 1.979b od 0.775c 0.918
18.10 od od od 0
Ortalama 2.155 0.134 1.285

4.4.4 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarimin Giirarslan ¢esidinde farkh ekplant

tiplerinde 30. giinde kallus agirhig: iizerine etkileri

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D iceren MS besi ortamlarinda Giirarslan ¢esidinde farkli
eksplant (kotiledon, kok, petiol) tiplerinden elde edilen 30.glin kallus agirligina ait
varyans analiz sonuclari Cizelge 4.14’de Ozetlenmistir. Bu sonuglara gore eksplant,
besin ortami ve eksplant*besin ortami interaksiyonu p<0.01 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Giirarslan ¢esidinde farkli eksplant tipleri ve besin ortamlarina ait 30.giin

kallus agirligi iizerine etkilerine ait ortalama degerleri ve Tukey Testi ise Cizelge 4.15’

de verilmistir.

Cizelge 4.14 Giirarslan ¢esidi cemen bitkisinde 30. giin kallus agirligina ait varyans

analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplanm Ortalamasi

Eksplant (A) 2 27.42496 13.71248 123.8452**

Besin Ortami (B) 5 26.37804 5.275608 47.647**

A*B 10 18.91587 1.891587 17.084**

Hata 54 5.9790 0.1107

Genel 71

Degisim Katsayist (%) 42.73

**0.01 diizeyinde onemli
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Girarslan c¢esidinde 30.giin kallus agirligina ait ortalama degerler incelendiginde
eksplant*besin ortami interaksiyonu; kotiledon eksplant tipi i¢in en yiiksek sonug 1.366
g degeri ile 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. En yiiksek sonucu
sirasiyla 4.52 uM 2,4-D, 1.13 uM 2,4-D ve 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamlari takip
ederken, 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami1 ve 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortam1 ayni
istatistiki grup icerisinde yer almistir. Kok eksplant tipi kullanildiginda 1.13 uM 2,4-D
ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamlar1 sirasiyla 0.381 g ve 0.353 g degeri ile aym
istatistiki grup igerisinde yer almistir. Eksplant tipi olarak petiol kullanildiginda ise en
yiiksek sonug 3.187 g degeri ile 1.13 pM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir.
Bu degeri 2.835 g degeri 4.52 uM 2,4-D, 2.266 g degeri ile 2.26 uM 2,4-D ve 1.342 g
degeri ile 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamlar1 takip etmistir. Biitiin eksplant tipleri
icin kontrol ve 18.10 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda kallus olusumu meydana
gelmedigi igin en diisiik istatistiki grupta yer alirken, kdk eksplant tipi 4.52 uM 2,4-D
ve 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda da kallus olusumu meydana gelmedigi i¢in

en diisiik istatistiki grup igerisinde yer almistir.

Eksplant tipleri kendi aralarinda incelendiginde tiim besin ortamlarinda eksplant tipleri
30.giin kallus agirlig1 ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
Petiol eksplant tipi 1.605 g degeri ile en yiiksek sonucu verirken, kotiledon eksplant tipi
0.609 g degeri ile ikinci sirada yer almistir. En diisiik sonug ise 0.122 g degeri ile kok
eksplant tipinden elde edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D iceren besin ortamlart i¢in 30.giin kallus agirlik
ortalama degerleri irdelendiginde 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami 1.427 g degeriyle
en yuiksek sonucu verirken 2.26 uM 2,4-D ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlariyla

ayni istatistiki grup icerinde yer almaktadir.
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Cizelge 4.15 Giirarslan ¢esidi ¢gemen bitkisinde 30. giin kallus agirligina ait ortalama

degerler ve Tukey testi

Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol Oe Oe Oe 0
1.13 0.712cde  0.381de 3.187a 1.427
2.26 1.366¢c  0.353de 2.266b 1.328
4,52 0.948cd Oe 2.835ab 1.27
9.05 0.588cde Oe 1.342c 0.643
18.10 Oe Oe Oe 0
Ortalama 0.609 0.122 1.605

4.4.5 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarimin Giirarslan ¢esidinde farkh ekplant

tiplerinde 60. giinde kallus agirhg: iizerine etkileri

Giirarslan cesidine ait 60.giin kallus agirligina ait varyans analiz tablosu Cizelge 4.16’

da verilmistir. Varyasyon kaynaklarindan eksplant, besin ortami ve eksplant*besin

ortami interaksiyonu p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.16 Giirarslan ¢esidi cemen bitkisinde 60. giin kallus agirli§ina ait varyans

analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplam Ortalamasi

Eksplant (A) 2 34.77424 17.38712 148.0049**

Besin Ortami (B) 5 34.94216 6.988433  59.4878**

A*B 10 23.27479 2.327479  19.8123**

Hata 54 6.343739 0.11748

Genel 71

Degisim Katsayist (%) 38.63

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.17°de Giirarslan ¢esidine iliskin 60.giin kallus agirligina ait ortalama degerler
ve Tukey testi mevcuttur. Eksplant*besin ortami interaksiyonu incelendiginde kotiledon
eksplant tipi kullanildiginda en yiiksek sonug 1.472 g degeri ile 2.26 uM 2,4-D igeren
besin ortamindan elde edilmistir. Bu degeri 1.072 g degeri 4.52 uM 2,4-D, 0.986 degeri
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ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami takip etmistir. Ayrica 1.13 uM 2,4-D igeren
besin ortami ile 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortami ayni istatistiki grup icerisinde yer
almaktadir. Kok eksplant tipi kullanildiginda en yiiksek deger 1.13 uM 2,4-D igeren
besin ortamindan elde edilmistir. Petiol eksplant tipi kullanildiginda ise en yiiksek
sonug 3.692 g degeri ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilirken bu degeri
3.164 g degeri ile 4.52 uM 2,4-D, 2.502 g degeri ile 2.26 pM 2,4-D ve 1.56 g degeri ile
9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamlari takip etmistir.

Eksplant tipleri kendi aralarinda incelendiginde tiim besin ortamlarinda eksplant tipleri
60.giin kallus agirligi ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmusg
olup degerler 0.152 g ile 1.819 g arasinda degismistir. En yiiksek sonug petiol eksplant
tipinde elde edilirken en diisiik sonug kok eksplant tipinden elde edilmistir.

Farkli besin ortamlarinin 60.gilin kallus agirligina ait genel ortalama degerler goz oniine
alindiginda en yiiksek sonu¢ 1.727 g degeri ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortamindan
elde edilmistir. Bu degeri 2.26 uM 2,4-D ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlari takip

etmistir. Ayrica ii¢ besin ortamida ayni1 istatistiki grup igerisinde yer almaktadir.

Cizelge 4.17 Giirarslan ¢esidi cemen bitkisinde 60. giin kallus agirliina ait ortalama

degerler ve Tukey testi
Besin Eksplant Tipleri
Ortamlarn

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol of of of 0
1.13 0.986cde  0.503ef 3.692a 1.727
2.26 1.472cd  0.410ef 2.502b 1.461
4,52 1.072cde of 3.164ab 1.412
9.05 0.608def of 1.56¢ 0.723
18.10 of of of 0
Ortalama 0.689 0.152 1.819
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4.4.6 Farkh 2,4-D konsantrasyonlarinin Giirarslan ¢esidinde farkh ekplant

tiplerinde 90. giinde kallus agirhg iizerine etkileri

Yapilan varyans analizi sonucunda Giirarslan ¢esidi i¢in 90.giin kallus agirligina iliskin
elde edilen degerler Cizelge 4.18° de verilmistir. Sonuglara gore Vvaryasyon
kaynaklarindan eksplant, besin ortami ve eksplant*besin ortami interaksiyonu p<0.01

diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.18 Giirarslan ¢esidi ¢gemen bitkisinde 90. giin kallus agirligina ait varyans
analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Derecesi Toplam Ortalamasi

Eksplant (A) 2 46.25149 23.12574 182.1419**

Besin Ortami (B) 5 45.19912 9.039823 71.199**

A*B 10 32.74082 3.274082  25.7872**

Hata 54 6.85614 0.12697

Genel 71

Degisim Katsayisi (%) 35.96

**0.01 diizeyinde 6nemli

Giirarslan ¢esidi 90.giin kallus agirligina ait ortalama degerleri ve Tukey testi Cizelge
4.19° da verilmistir. Eksplant¥*besin ortami interaksiyonu ele alindiginda kotiledon
eksplant tipi kullanildiginda 1.641 g degeri ile en yiiksek sonug¢ 2.26 uM 2,4-D igeren
besin ortamindan elde edilmis ve petiol eksplant tipi kullanildiginda 9.05 uM 2,4-D
igeren besin ortamindan elde edilen sonug ile ayni istatistiki grup igerisinde yer almistir.
Kotiledon eksplant tipi 1.13 uM 2,4-D ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlarindan
sirastyla 1.047 g ve 1.101 g degerleri elde edilmis ve bu degerlerde ayni istatistiki grup
icerisinde yer almigtir. Eksplant tipi olarak kok kullanildiginda en yiiksek sonug 0.560 g
degeri ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilirken 2.26 uM 2,4-D igeren
besin ortam1 0.418 g degeri ile onu takip etmistir. Ayrica kok eksplant tipinin 1.13 uM
2,4-D ve 2.26 uM 2,4-D igceren besin ortami ile kotiledon eksplant tipinin 9.05 uM
2,4-D igeren besin ortami ayni istatistiki grup igerine dahil olmustur. En yiliksek sonug
4.499 g degeri ile 1.13 pM 2,4-D iceren besin ortaminda petiol eksplant tipinden
meydana gelmistir. Bu degeri 4.52 uM 2,4-D ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamlari

takip etmis ve bu besin ortamlar1 ayni istatistiki grup igerisinde yer almistir.
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Eksplant tipleri kendi aralarinda incelendiginde tiim besin ortamlarinda eksplant tipleri
90.giin kallus agirlig1 ortalamalart arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
Petiol eksplant tipi 2.075 g degeri ile en yiiksek sonucu meydana getirirken bu degeri
0.734 g degeri ile kotiledon eksplant tipi takip etmistir.

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D iceren besin ortamlar1 90.giin ortalama agirlik degerleri
irdelendiginde en yiiksek sonu¢ 2.035 g degeri ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin
ortamindan elde edilmistir. Bu degeri 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamu ile 4.52 uM

2,4-D iceren besin ortami takip etmistir.

Cizelge 4.19 Giirarslan ¢esidi cemen bitkisinde 90. giin kallus agirligina ait ortalama
degerler ve Tukey testi

Besin Eksplant Tipleri
Ortamlan

(uM) Kotiledon Kok Petiol Ort.
Kontrol 0.0e 0.0e 0.0e 0.0
1.13 1.047cd  0.560de 4.499a 2.035
2.26 1.641c  0.418de 2.788b 1.616
4.52 1.101cd 0.0e 3.447b 1.516
9.05 0.616de 0.0e 1.717c 0.778
18.10 0.0e 0.0e 0.0e 0.0
Ortalama 0.734 0.163 2.075

4.5 Siirgiin Rejenerasyonu

Aasim vd. (2009), yaptiklar1 ¢aligmada in vitro kosullar altinda farkli TDZ ve IBA
konsantrasyonlarinin siirglin rejenerasyonu iizerine etkilerini incelemislerdir. Eksplant
olarak apikal meristem ve kotiledon yapraklarini kullanmislardir. Apikal meristemlerin
siirglin rejenerasyonundaki potansiyelinin kotiledon yapraklara gore daha fazla
oldugunu saptamiglardir. Bitki biiyiime diizenleyicilerin konsantrasyonlarina
bakilmaksizin belirlenen biitiin ortamlarda siirgilin rejenerasyonu gozlemlenirken, en iyi
sonucun sadece TDZ igeren ortamda elde edildigini belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alisma
referans alinmig ve farkli eksplant tiplerinden elde edilen kalluslarin rejenerasyon elde

edilmesi i¢in TDZ’ nin farkli oranlar1 kullanilarak rejenerasyon igin ii¢ farkli (2.27,
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454, 6.81 uM) besin ortami belirlenmistir. Besin ortamlarina aktarilan kalluslar
secilirken en saglikli goriinen, sulu ve gevsek formda olanlar tercih edilmeye
calistlmuistir. Elde edilen kalluslar ortamlara aktarildiktan sonra her hafta gozlemlenmis
ve ilk dort hafta sonunda biitiin eksplant tipleri (kok, kotiledon, petiol) koyu yesil bir
renk almigtir. Kalluslarda enine biiyiime meydana gelmistir. Ancak hicbir eksplant

tipinde herhangi bir rejenerasyon meydana gelmedigi gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cemen bitkisi icerdigi sekonder metabolitler nedeniyle ila¢ sanayinde oldukca biiyiik
bir 6neme sahiptir. Ayrica baharat bitkisi olarak kullanilmasmin yani sira Fabacea
familyasina ait olan bir bitki oldugu i¢cin hem ekim nobetinde hem de yesil giibre bitkisi
olarak 6nemli bir yere sahiptir. Biyoteknolojik yontemlerle, bilesikler iklim ve toprak
kosullarindan etkilenmeden, kontaminasyondan uzak, pestisit ve herbisit kullanilmadan,
sabit kaliteye ve verime sahip devamli olarak elde edilebilmektedir. Bu yontemler
icinde olan bitki hiicre ve doku Kkiiltiirleri, steril kosullar altinda, yapay bir besi
ortaminda, tam bitkiden veya bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen kiiltiirlerdir.
Sekonder metabolitlerin in vitro kosullar altinda elde edilmesinin bazi avantajlar1 vardir.
In vivo kosullarda yetistirilen bitkiler ¢evreden kaynaklanan, kalite 6zelliklerini olumsuz
etkileyecek bazi faktorlerle kars1 karsiya gelebilir. Cesitli ¢alismalar in vitro kosullar
altinda yetistirilen bitkilerde sekonder metabolit i¢eriginin arazi kosullarinda yetistirilen
bitkilere gore daha fazla olabilecegini gostermistir (Babich vd. 2020). Yiiritilen bu
calismada da farkli 2,4-D konsantrasyonlar1 kullanilarak sekonder metabolit iiretimine

uygun kallus tiretimi olusumu amaglanmaistir.

Ciftci cesidi ¢gemen bitkisinde kallus olusumu géz Oniine alindiginda en yliksek sonug
%62.92 ile petiol eksplant tipinden elde edilmistir. Besin ortamlarinda ise en yiiksek
sonu¢ %96.7 degeri ile 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. Bu
sonuclara gore 2,4-D’nin farkli dozlarinin kallus olusumu {izerine 6nemli Ol¢iide etkili
oldugu soylenebilir. Giirarslan ¢esidi cemen bitkisinde kallus olusumuna bakildiginda
yine en yiiksek kallus olusumu %64.17 ile petiol eksplant tipinden elde edilmistir. iki
cesit icinde kallus olusum orani petiol eksplant tipinde en yiiksek sonucu vermistir.
Besin ortamlari i¢in ise 1.13 uM ve 2.26 uM 2,4-D igeren besin ortamlari kallus olusum
oranini tesvik etmistir. Baklouti vd. (2022) Phoenix dactlifera L. bitkisinde farkli
konsantrasyonlarda (0, 4.52, 22.6, 45.2, 90.4, 180.8 uM) 2,4-D’ nin kallus olusumu
tizerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda 4.52 uM 2,4-D igeren besin
ortaminin en yiiksek sonu¢ verdigini bildirmislerdir. 0 uM, 45.2 uM, 90.4 uM ve 180.8
uM 2,4-D igeren besin ortamlarinda kallus olusumu goézlemlemediklerini rapor

etmiglerdir. Rahayu vd. (2016), Centella asiatica bitkisinde farkli oksin
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konsantrasyonlarinin kallus indiiklenmesi {izerine etkilerini incelemiglerdir. Biiyiime
diizenleyicisi olarak Dicamba, Pikloram ve 2,4-D (9.05 uM, 18.10 uM ve 27.12 uM)
kullanmislardir. Petiol ve yaprak ekplant tiplerini besin ortamlara aktarmislar ve en
yiiksek kallus olusumunun 2,4-D (18.10 uM) ve Dicamba (18.10 uM) igeren besin
ortamlarindan elde ettiklerini bildirmiglerdir. Rezaeian (2011), farkli 2,4-D
konsantrasyonlarinin ¢emen bitkisinin {rettigi sekonder metabolit olan diosgenin
iiretimine etkilerini incelemistir. Calismada eksplant tipi olarak yaprak, siirgiin apikal
meristemi ve kok apikal meristemi kullanmistir. En yiiksek kallus gelisiminin 4.52 uM
2,4-D iceren besin ortamindan siirgiin apikal meristeminden meydana geldigini
gozlemlemistir. Diosgenin miktarinin ise yaprak eksplant tipinde kallus gelisiminin
45.gliniinde en yiiksek sonug verdigini bildirmistir. Elaleem vd. (2014) ¢emen bitkisinde
cesitli konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyicilerinin hipokotil ve kotiledon eksplant
tiplerinde kallus indiiklenmesine etkilerini incelemislerdir. En yiiksek kallus olusum
oraninin 9.05 uM 2,4-D igeren besin ortamindan ve kotiledon eksplant tipinden elde
ettiklerini bildirmislerdir. Yildiz (2012) Citrus grandis L., Osbeck (pummelo) bitkisinde
kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu igin eksplant olarak yaprak eksplant tipini
kullanmistir. Bitkinin tohumlarindan elde edilen bitkinin yaprak eksplantindan kallus
eldesinin gergeklestirilebilmesi igin farkli konsantrasyonlarda oksin hormonu (NAA,
2,4-D, BA, IAA, IBA, KIN) kullanilarak besin ortamlar1 belirlenmistir. Kallus olusumu
acisindan en iyi sonucun 2,4-D igeren besin ortamindan elde edildigini bildirmistir.
Keshvari vd. (2018) Stevia rebauiana (Bert.) bitkisi tizerine yriittiikleri ¢aligmada iki
farkli temel besiyer (MS ve BS) ve iki fakli eksplant tipinin (yaprak ve internod) kallus
indiiklenmesi iizerine etkilerini incelemislerdir. Ayrica temel besiyerlerini ¢esitli bitki
biiylime diizenleyicilerle (2,4-D, BAP, NAA) zenginlestirmislerdir. En iyi kallus
indiiklenmesi MS+1.13 uM 2,4-D+4.44 uM BAP igeren besin ortaminda yaprak
eksplant tipinde gozlemlemislerdir. Jamshidi vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada gemen
bitkisinin yaprak eksplantlarint NAA, 2,4-D ve KIN igeren besin ortamlarina almislar
ve diosgenin seviyesindeki artis1 gozlemlemislerdir. En yiiksek kallus olusumunu 2,4-D
igeren besin ortamindan saglamislardir. Nordine vd. (2014) yiiriittiikleri calismada kekik
bitkisinin yaprak ve nod (toprak istii aksam basladiktan sonraki 3. bogum) eksplant
tiplerini kullanmiglardir. Kallus tesvik ortami olarak farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve

KIN igeren besin ortamlarina eksplant tiplerini aktarmislar ve en yliksek sonucu 4.52
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uM 2,4-D+ 2.32 uM KIN igeren besin ortamindan ve nod eksplant tipinden elde
ettiklerini bildirmislerdir. Gergeklestirilmis olan bu ¢alismada literatiirdeki ¢aligsmalarla
benzerlikler gostermektedir. Ancak Ahmed vd. (2000) ¢emen bitkisinde farkli bitki
bliylime diizenleyicilerinin kallus olusumu {izerine etkilerini incelemislerdir. En 1yi
kallus olusumu gozlenen ortam 9.05 uM 2,4-D+2.32 uM KIN igeren besin ortamindan
ve kok eksplant tipinden elde ettiklerini bildirmislerdir. Kok eksplant tipinden en iyi
sonucu elde etmelerinin sebebi 2,4-D’ ye ek olarak KIN biiyiime diizenleyicisi

kullanmis olmalar1 olabilir.

Kallus tipi ve rengi incelendiginde iki ¢esit i¢inde 1.13 uM 2,4-D igeren besin ortami
daha saglikli, canli, sulu ve gevsek yapili kallus olusumu saglamistir. Besin
ortamlarindaki 2,4-D miktarindaki artis kallus tipinde ve renginde olumsuz bir etki
olusturdugu, meydana gelen kalluslarin kuru, kahverengi ve sert dokulu bir hal aldig
gozlemlenmistir. Benzer bir calismada; Mungole vd. (2009) Ipomoea obuscra L.
bitkisinde farkli konsantrasyonlarda biiylime diizenleyiciler (2,4-D, BAP, NAA) iceren
besin ortamlarindan elde edilen kalluslarin morfolojik yapisi {izerine etkilerini
incelemislerdir. 2,4-D (3.6 uM) ve KIN (3.68 uM) kombinasyonunun oldugu besin
ortamindan beyaz ve gevsek kalluslar elde ederlerken BAP (0.88 uM) ve NAA (1.08
uM) kombinasyonunun oldugu besin ortamindan yesil, sert ve kompakt yapida kalluslar
elde etmislerdir. Nurokhman vd. (2019) Gynura procumbens bitkisinde cesitli
kombinasyonlarda biiylime diizenleyicileri (2,4-D, BAP, 1AA, NAA) ve eksplant
tiplerinin (petiol, yaprak) kallus morfolojisi iizerine etkilerini incelemislerdir. 2,4-D ve
BAP igeren besin ortamlarindan yaprak eksplant tipinde beyaz, gevsek ve yesil,
kompakt kalluslar elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda
BAP ve NAA igeren besin ortamlarindan elde edilen kalluslarin sarims1 beyaz, kompakt
yapilt olduklarini rapor etmislerdir. Abd Elaleem vd. (2014) yiiriittikleri ¢aligmada
elde edilen kalluslarin renk ve tiplerini gézlemlemisler ve farkli konsantrasyonlardaki
besin ortamlari (2,4-D, NAA) ve kullanilan eksplant tiplerinin olusan kalluslarin tipleri
ve renkleri iizerindeki etkilerinin 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Kotiledon ve
hipokotil eksplant tiplerini kullanmiglar ve kotiledon eksplant tipinden elde ettikleri
kalluslar kompakt yapili iken hipokotil eksplant tipinden elde ettikleri kalluslarin

yumusak oldugunu gézlemlemislerdir.

57



Kallus agirligi, belirlenmis olan besin ortamlarma ve farkli eksplant tiplerine gore
farkliliklar gostermistir. Ciftgi c¢esidi ¢cemen bitkisinde en yiiksek sonug eksplant
tiplerinden kotildon eksplant tipinden elde edilmistir. Besin ortamlarinin genel
ortalamalarina bakildiginda 1.13 puM, 2.26 uM ve 4.52 uM 2,4-D igeren besin
ortamlarindan en yiiksek kallus agirkliklar elde edilmistir. Kalluslarin agirlik 6l¢timleri
30., 60. ve 90.giinlerde ayni kalluslar kullanilarak yapilmis ve agirliklarda devamli bir
artis s6z konusu olmustur. Glirarslan ¢esidi ¢gemen bitkisinde ise petiol eksplant tipi en
yiiksek sonucu verirken, besin ortamlarinda ise 1.13 uM, 2.26 uM ve 4.52 uM 2,4-D
iceren besin ortamlarindan en yiiksek kallus agirliklar elde edilmistir. 2,4-D’nin hig
kullanilmadigi kontrol grubu ve 18.10 uM kullanildigi ortamlarda kallus olusumu
meydana gelmemistir. Ancak 1.13 uM, 2.26 uM ve 4.52 uM kullanildig1 ortamlarda
kallus olusumu gozlenmistir. Kallus agirlig1 agisindan en iyi ortamlar 1.13 uM ve 2.26
uM 2,4-D igeren besin ortamlari olarak belirlenirken iki farkl ¢esit i¢cinde kok eksplant
tipinde benzer oranda kallus olusumu ve kallus agirligi meydana gelmistir. iki cesit
icinde kok ekpslant tipinin iyi sonu¢ vermedigi sOylenebilir. Ayrica elde edilen
kalluslardan siirgin veya kok rejenerasyonu meydana gelmemistir. Yorgancilar ve
Erkoyuncu (2011) yiriittiikleri c¢alismada Astragalus schizopterus bitkisinde
rejenerasyon gerceklestirebilmek i¢in farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ile gesitli besin
ortam1 kombinasyonlar1 belirlemislerdir. Ayrica yaprak ve petiol olmak iizere iki farkli
eksplant tipi kullanmislardir. Kallus agirliklarindan en yiliksek sonucu ortam olarak
farkli miktarlarda 2,4-D igeren besin ortamlarindan elde ederlerken, eksplant tipi olarak
ise yaprak eksplant tipinde petiol eksplant tipine goére daha yiiksek elde ettiklerini
bildirmislerdir. Shoja vd. (2010) Tanacetum balsamita L. bitkisinde farkli eksplant
tipleri ve farkli besin ortamlarinin kallus olusum kapasitesi, kallus yas ve kuru agirligs
tizerine etkilerini incelemislerdir. Petiol, yaprak ve bitki nodu eksplant tiplerini
kullanmiglardir. BAP (0.88, 2.22 ve 4.44 uM) ve 2,4-D (4.52 ve 9.05 uM) kullanarak
farkli kombinasyonlarda besin ortamlar1 belirlemisler ve en yiiksek kallus olusumunu
4.52 uM 2,4-D+4.44 uM BAP igeren besin ortamindan elde etmislerdir. Eksplant tipleri
degerlendirmeye alindiginda ise en yliksek kallus agirligini petiol eksplant tipinden elde
ettiklerini rapor etmislerdir. Burdak vd. (2020) yiiriittiikleri galismada ¢gemende siirgiin
ucu eksplant tipini kullanarak elde ettikleri kalluslarin yas agirlik olc¢timlerini

gerceklestirmislerdir. Farkli temel besin ortamlarinin kallus agirliklart {izerindeki
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etkileri arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu rapor etmislerdir. En yiiksek kallus agirligi
eldesini 2189,95 mg ile MS medium+3.33 uM BAP+3.39 uM 2,4-D igeren besin
ortamindan elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica kullandiklar1i ¢emen genotipleri
arasinda da kallus agirliklar1 agisindan farkliliklar gozlemlemislerdir. Rezaeian (2011),
cemen bitkisi iizerine yirittigii ¢aligmada farkli 2,4-D konsantrasyonlart ve farkli
eksplant tiplerinin 15, 30, 45 ve 60.glinlerde elde edilen kalluslarin yas ve kuru
agirliklarimi almistir. En yliksek agirlik degerini 2.26 uM ve 1 uM 4.52 2,4-D igeren
besin ortamindan siirgiin apikal meristem eksplant tipinden elde ettigini bildirmistir.
6.79 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilen kallus agirliginin ise 2.26 uM ve
4.52 uM 2,4-D igeren besin ortamlarindan elde edilen besin ortamlarina gére daha az
oldugunu rapor etmistir. Amini vd. (2023), safran bitkisinde yaptiklari ¢alismada
eksplant tipi olarak korm kullanmislar ve en yiiksek kallus agirligmi 4.52 uM 2,4-
D+0.92 uM KIN igeren besin ortamindan elde etmislerdir.

Sonug olarak farkli eksplant tiplerinin ve farkli besin ortamlarinin, kallus olusumuna,
kallus tipine, kallus rengine ve kallus agirligina etkileri olmustur. Yiiriitiilen bu
calismada elde edilen parametreler ¢emen bitkisinde ileride yiiriitiilecek calismalara

referans olarak farkli protokollerin olusturulmasinda kaynak niteliginde olacaktir.
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