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Ajuga xylorrhiza Kit Tan yasam alani belli bir bolgeyle sinirli (Diyarbakir’in Cermik ilgesi),
nesli tiikenme tehlikesi altinda olan, nadir ve hassas bir bitki tliridiir. Bitki doku kiiltiirleri yontemleri
kullanilarak endemik bitki tiirlerinin genetik cesitliliginin korunmasi ve siirdiiriilebilirligi saglanabilir. Bu
nedenle tez caligmasinda, koruma altinda olan Ajuga xylorrhiza Kit Tan’nin genetik ¢esitliliginin
korunmasi ve siirdiiriilebilirliginin saglanabilmesi amaciyla, in vitro ortamda mikrogogaltilmasinda
sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin etkisi arastirildi.  Caligmamizin birinci asamasinda;
mikrogogaltimda kullanilacak eksplantlarin temini i¢in olgun tohumlar hormonsuz 1/4 MS besi ortaminda
¢imlendirildi. 1.0-2.0 cm boyundaki in vitro siirgiinler, Kinetin’in farkli konsantrasyonlar1 (0.125-0.25-
0.5-1.0 mgL?) ile (IAA ve NAA) mn 3 farkli konsantrasyonunun (0.1-0.2-0.5 mgL™!) kombinasyonlarmi
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alindi. Tiim kiiltiirlerde siirgiin ¢ogaltiminin meydana geldigi ve IAA
konsantrasyonlarinin NAA konsantrasyonlarindan daha iyi sonu¢ verdigi belirlendi. Besi ortaminda
sitokinin yaninda oksin ilave edilmesinin, siirgiin ¢ogaltimini olumlu tesvik ettigi tespit edildi. Sonug
olarak tiim uygulama gruplar arasinda en fazla yeni siirgiin olusumu, eksplant basina 10.91 adet siirgiin
ile 0.125 mgL? Kin+ 0,1 mgL™ IAA igeren besi ortamindan elde edilirken, en diisiik siirgiin olusumu da
eksplant basina 2.80 adet siirgiin ile 0.5 mgL? Kin+ 0.5 mgL™? NAA igeren besi ortamindan elde edildi.
Siirgiin boyu bakimindan ise en iyi sonug 3.10 cm ile 0.5 mgL™* Kin igeren besi ortaminda kiiltiire alinan
stirgiinlerden elde edildi.

In vitro kosullarda elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi icin (IAA-NAA)’nin  farkli
konsantrasyonlarinm (0.25 — 0.5 — 1.0 — 1.5 mgL"?) bulundugu 1/1 MS besi ortamu kullanildi. Kontrol
grubu ve 0.25 mgL™' IAA uygulama grubunda kiiltiire alinan eksplantlarda kék olusumu meydana
gelmedigi, diger gruplar da ise konsantrasyona bagli olarak farkliliklar gostermekle birlikte kok olustugu
gozlendi. Kullanilan NAA konsantrasyonlarmin IAA konsantrasyonlarindan daha iyi sonug¢ verdigi
belirlendi. Hem kok boyu hem de kok sayis1 bakimindan en iyi sonuglar siirgiin basina ortalama 26,50
adet kok ve 1,51 cm ile 1,5 mgL! NAA ile desteklenmis besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan
elde edildi. Ayrica, kontrol grubu dahil olmak {izere tiim uygulama gruplarinda kiiltire alinan
eksplantlarin yeni siirglinler olusturdugu ve saglikli bir sekilde gelisimine devam ettigi gozlendi.
Koklendirilen fideler, perlit-torf karisimi (1:2) bulunan saksilara aktarilarak topraga adaptasyonlari
basaril1 (%100) bir sekilde gergeklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Ajuga xylorrhiza Kit Tan, in vitro, koklendirme, mikrogogaltma, sitokinin, oksin
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Ajuga xylorrhiza Kit Tan is a rare and sensitive plant species under the threat of extinction,
whose habitat is limited to a certain region, Cermik, a district of Diyarbakir. Conservation and
sustainability of the genetic diversity of endemic plant species can be achieved by using plant tissue
culture methods. Thus, the present study investigates the effect of cytokinin and auxin combinations on
micropropagation in vitro to protect and ensure the genetic diversity and sustainability of Ajuga
xylorrhiza Kit Tan, which is under protection. For this, 1.0-2.0 cm in vitro shoots germinated in hormone-
free 1/4 MS medium from mature seeds, 4 different kinetin concentrations (0.125-0.25-0.5-1.0 mgL})
and 2 different auxin (IAA and NAA) varieties were cultured in MS medium containing separate
combinations of 3 different concentrations (0.1-0.2-0.5 mgL!). The study revealed that shoot growth
occurred in all treatments, and 1AA concentrations gave better results than NAA concentrations. As a
result, the most new shoot formation among all treatment groups was obtained from the medium
containing 0.125 mgL?® Kin+ 0.1 mgL™? IAA with 10.91 shoots per explant and the lowest shoot
formation was obtained from the medium containing 0.5 mgL! Kin + 0.5 mgL* NAA with 2.80 shoots
per explant. The best results were obtained from 3.10 cm shoots cultured in a medium containing 0.5
mgL! Kin in terms of shoot length.

1/1 MS medium with different concentrations of two different auxins (IAA-NAA) (0.25 - 0.5 —
1.0 — 1.5 mgL") was used for rooting the shoots obtained in vitro. It was observed that root formation did
not occur in the cultured explants in the control group and 0.25 mgL™* IAA application group, but in other
application groups, although there were differences depending on the concentration, root formation was
observed. It was determined that NAA concentrations gave better results than IAA concentrations among
the auxin varieties used. The best results in terms of both root length and root number were obtained from
the explants cultured in medium supplemented with an average of 26.50 roots per shoot and 1.51 cm with
1.5 mgL? NAA. In addition, it was observed that the explants cultured in all treatment groups, including
the control group, formed new shoots and continued to develop healthily. Rooted seedlings were
transferred to pots with a perlite-peat mixture (1:2), and their adaptation to the soil was successfully
(100%).

Keywords: Ajuga xylorrhiza Kit Tan, auxin, cytokinin, in vitro, micropropagation, rooting
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1. GIRIS

Insanhigin  var olusundan bu yana bitkiler hayatin vazgegilmez temel
kaynaklarindan biri olmustur. ilk ¢aglardan bu yana insanlar bitkileri farkli amaclarla
kullanmis ve igerigini anlamaya c¢alismislardir. Insanlarin bitkileri tibbi amaclarla
kullanim1 milattan 6nce 3000’li yillara kadar uzanan bir ge¢mise sahiptir. Anadolu
cografyasinda yetisen tibbi bitkiler ile ilgili bilgilerimizin kdkenleri Hititler donemine,
bitkilerin tibbi alanda ve sifahanelerde kullanilmasi ise Sel¢uklu donemine kadar uzanir.
Bitkisel kaynakli droglar ¢ok eski ¢aglardan beri hastaliklarin tedavisinde kullanilirken,
icerigindeki etkin bilesikler ve etkileri XIX. yiizyilin ortalarinda arastirilmaya
baslanmistir (Erdogan, 2014).

Tiirkiye cografik konumu geregi ii¢ flora bolgesinin karakteristik 6zelligini
gostermektedir. Bu bolgeler iilkenin kuzey bdlgesinde bulunan Avrupa Sibirya,
dogusunda bulunan Iran-Turan, giiney ve bat1 kisminda yer alan Akdeniz flora bdlgeleri
olarak listelenebilir. Bu cografik konumundan dolay1 tilkemiz, 11.707 civarinda ¢igekli
bitki tiirli ile Avrupa, Kuzey Afrika ve Orta Dogu'daki iilkelerin cogundan daha zengin
bitki ¢esitliligine ev sahipligi yaparak bu alanda diinyanin 6nde gelen {ilkeleri
arasindadir (Davis 1982, Davis ve ark., 1988; Akman, 1993; Giiner ve ark., 2000; Giliner
ve ark. 2012). 3000’e yakin endemik tiir barindiran, bu zengin flora, 1liman iklime sahip
tilkeler arasinda, Tiirkiye’ye ayri bir 6nem kazandirmaktadir (Yesilyurt ve ark., 2008).
Ulkemizde dért farkli iklimin ve gesitli bitki drtiilerinin varligi, farkli ve zengin toprak
tirlerinin olmasi, iilke genelinde yiikseklik farklarinin fazla olmasi ve sahip olunan
sucul ortamlarin gesitlilikleri bu durumun temel sebepleri olarak siralanabilir (Kaya ve
Aksakal, 2005).

Endemik tiirlerin bulundugu familyalar arasinda bulunan Lamiaceae familyasi,
hemen hemen tiim iklim tiirleri ve bitki oOrtiilerinde varligini devam ettirebilme, ayrica
farkli yiiksekliklerde de yetisebilme kabiliyetine sahiptir ve bu familyanin lyelerini
diinyanin her yerinde gormek miimkiindiir. Lamiaceae familyasinin iiyeleri diinyada en
cok tlilkemizin de i¢inde bulundugu Akdeniz ikliminin etkin oldugu kusakta varligini
devam ettirmektedir (Watson ve Dallwitz 1978, Morgaris ve ark. 1982, Davis 1988).
Tropikal yagmur ormanlarinda yayilis gosteren birkag cinsi disinda, Lamiaceae
familyasi {iyeleri genel olarak acgik arazi bitkileri olup, bu alanlarda yayilis gosterirler.

Lamiaceae familyasinda bulunan bitkilerin tasidiklari salgi tiiyleri ve giizel

kokular yayan bilesikler barindirmalari en 6nemli 6zellikleridir (Metcalfe ve Chalk



1972, Baser 1994, Korosou 1997). Bu o6zelliklerinden dolayr tip ve parfiimeri
alanlarinda sahip olduklari ugucu yaglardan olduke¢a fazla faydalanilmaktadir.

Lamiaceae familyas1 {iyelerinin bir¢ogu evlerde veya bahgelerde hos
gorilntiileriyle dis mekan ve i¢c mekan bitkisi olarak veya gida sanayinde yemeklere tat
ve aroma katmaya yonelik kullanilmak {izere kiiltiire alinmaktadir. Bu yoniiyle istifade
edilen cins 1liman iklime sahip cografyalarda yetistirilmektedir. Bu bdlgelerde
yetistirilen cinslerin en yaygin olanlar1 Ajuga, Stachys, Nepeta, Origanum Mentha,
Monarda, Phlomis, Salvia ve Thymus’tur (Hasimi, 2012).

Lamiaceae familyasinin degerli liyelerinden olan Ajuga cinsinin Giliney Amerika
disindaki kitalara yayilmig 300°den fazla tiirii bilinmektedir (Israili ve Lyoussi, 2009).
Ulkemizde bu bitki tiirii 23 takson (12 tiir, 9 alttiir, 2 varyete) ile temsil edilir (Duman,
2000; Bakis ve ark., 2011, Giiner ve ark., 2012; Hasimi, 2012). Ajuga cinsi iiyeleri
cogunlukla tek yillik, nadiren odunsu ¢ok yillik ¢ali formundaki bitkilerin olusturdugu
salg1 yapabilecek dokulara sahip hos kokulu bitkilerdir (Anonim 2013).

Gegmisten giinlimiize kadar Ajuga cinsi tiyeleri, alternatif tip ve farkli birgok
ama¢ i¢in kullanilmigtir. Ajuga bitkisinin tibbi alanda kullanimi {izerine yaptiklar
calismada Israili ve Lyoussi (2009); birgok Ajuga tiiriiniin dizanteri, malarya,
gastroinstestinal, helmintik, diiiretik, yiiksek tansiyon, iltihap Onleyici ve antifungal
olmak iizere bircok hastaliga karsi kullanildigi sonucuna varmislardir. Yine aymi
caligmada; Ajuga cinsinin igerdigi bilesiklerin, farmakolojik ve tibbi agidan genis bir
biyolojik spektruma sahip oldugu belirtilmistir. Bu bilesiklerin biyolojik, farmakolojik
ve tedavi edici 6zellikleri (anabolik, analjezik, antibakteriyel, antiostrojenik, anti-fungal,
anti-enflamatuar, anti-hipertensif, anti-ldsemik, antimalarial, antimikobakteriyel (gram+
basil), antioksidan, antipiretik (ates diisiiriicti), kardiyotonik, sitotoksik, hipoglisemik,
damar rahatlatan, pestisit ve insektisit) bulunmaktadir. Misico ve ark. (2011) tarafindan
yapilan c¢aligmada; Wittanolidlerin bronsiyal astima, enfeksiyon, kanser ve otoimmiin
hastaliklara kars1 tedavide etkili oldugu kanitlanmistir. Giiniimiizde halen Asya, Afrika,
Cin gibi bazi iilkelerde halk arasinda haricen lapa halinde yara iyilestirici olarak, ates
diistiriicii, amenore, sitma, gut ve dis agrist gibi rahatsizliklarda kullanilmaktadir. Bunun
yant sira zehirli hayvan sokmalarinda (yilan, akrep) panzehir olarak kullaniminda da
biiyiik bir tine sahiptir (Baytop, 1984). Bu ozellikleriyle Ajuga’nin tibbi ve ekonomik
acidan 6nemli bir cins oldugu ifade edilmistir.

Ajuga cinsinin sahip oldugu ikincil metabolit igerigiyle ilgili ¢ok sayida

arastirma yapilmis ve fitoekdisteroidler, neo-klerodan-diterpenler, triterpenler, steroller,



antosiyanidin-glikozitleri, iridoid glikozitleri, vithanolidler, flavonoidler, trigliseridler,
ucucu yaglar, fitosteroid, diterpen gibi bilesikler izole edilerek tip ve farmakoloji basta
olmak tizere bir ¢ok alanda kullanima sunulmustur (Kokdil ve ark., 2002; Castro ve
ark., 2008; Israili ve Lyoussi., 2009; Hasimi, 2012).

Ajuga cinsinin bazi tiirleri ile yapilan ¢alismalarda; Baser ve ark. (2001), Ajuga
bombycina’nin ugucu yaglarini; Hemcinschi ve ark. (2009), Ajuga genevensis ve Ajuga
reptans’in histo-anatomik ozellikleri ve bilesiklerinin bazi anatomik ve kimyasal
karakterlerini; Ghita ve ark. (2011), Ajuga reptans ve Ajuga genevensis’in fitokimyasal
ozelliklerini incelemislerdir.

Insanlarin direkt veya dolayli yollarla sebep oldugu doga tahribati endemik bitki
cesitliligini giderek artan miktarlarda tehdit etmeye baslamis ve bazi bitki tiirleri ortadan
kaybolmus bazilariysa endemik bir tiir haline gelmistir. Erdogan’a (2010) gére endemik
tirler, kendi yasam alanlarina 0zgii, hassas, nadir bulunabilen ve korunma altina
alinmas1 gereken tiirlerdir. Ulkemizde, giincellenen IUCN (International Union for
Conservation of Nature and Naturel Resources) Kirmizi Listesi’ne gore yaklagik 165
tir, “soyu tamamen tehlike altinda” tiirler olarak siiflandirilmistir (IUCN, 2020).
Bitkiler, biyoteknoloji, farmakoloji, gida, kozmetik vb. alanlarda kullanilan biyolojik
aktif maddeler i¢in kullanigh kaynaklardir. Bitki kaynakli maddeler, goriiniir yan
etkileri olmayan birgok hastalifin veya rahatsizligin Onlenmesi ve tedavisi icin
gereklidir. Giiniimiizde, bitki kaynakli maddelere olan talep de ¢ok yiiksektir (Hellwig
ve ark., 2004, Darbinian-Sarkissian ve ark., 2006; Sarfaraj ve ark., 2012, Petrosyan ve
ark., 2015). Bununla birlikte, kimyasal bilesim karmasikligi, diisiik verim, sekonder
metabolitlerdeki yiiksek saflik talebi nedeniyle, bitkilerin bilingsiz toplanmasi gibi
etmenlerden dolayr hali hazirda bir ¢ok endemik tiir yok olma tehlikesiyle karsi
karsiyadir (Abdin ve ark., 2003; Smetanska, 2008). Geleneksel yetistirme yontemleri ile
karsilastirlldiginda, bitki hiicre kiiltiirleri, smirli zaman ve mekanda degerli
metabolitlerin biyosentezi i¢in umut verici bir platform olarak ortaya ¢ikmistir (Yang ve
Stockigt., 2010).

Bitki hiicre Kkiiltlirleri, yabani olarak yetisen bitki kaynaklarinin azalmasi
nedeniyle biyolojik olarak aktif maddeler elde etmek icin alternatif bir yontem tegkil
eder. Bitki hiicre kiiltiirli sistemleri, mikrobiyal hiicreler tarafindan iiretilemeyen veya
biyokimyasal yonlendirmeler yoluyla elde edilemeyen degerli tibbi bilesiklerin, tatlar,
kokular ve renklendiricilerin potansiyel yenilenebilir kaynaklarinin olusumunu saglar

(Newman ve Cragg, 2007).



In vitro mikrogogaltim yontemleri kullanilarak degerli metabolitlerin elde
edilmesi ile ilgili ¢alismalar, son yillarda bilimsel ve ticari alanda yapilan aragtirmalarin
ilgi odag1 olmaya baslamustir. iklim, biiyiime kosullar1 ve cografi konum gibi faktérler,
bitkilerin ¢ogu i¢in geleneksel yontemlerle sekonder metabolit elde edilmesinde bazi
dezavantajlarin olusumunu saglar. Sekonder metabolitlerin, geleneksel ve dogal yollarla
elde edilmesinde karsilagilabilecek bu dezavantajlarin  ve sorunlarin ortadan
kaldirilmasinda in vitro kiiltiir yontemleri farkli bir alternatif olusturmaktadir. Bu
alternatifler sayesinde, Oncelikle iiretilecek bircok bitkinin tekrar dogaya
kazandirilmasi, sonrasinda da farkli ¢ogaltim yontemleri kullanmak sureti ile daha az
bir maliyetle iiretimin artirilmasi amaclanir (Giiven ve Giirsul, 2014 ).

Bitki, hiicre ve dokularinin in vitro kosullarda yonlendirilmesi olarak tanimlanan
bitki doku kiiltiirii, bitki biyoteknolojisinin 6énemli bir alanidir. Steril kosullar saglamak
kaydi ile hazirlanmig besi yerlerinde kiiltiire alinan dokulardan, hiicrelerden veya tek bir
hiicreden bile tam bir bitkiyi in vitro mikrogogaltim yontemlerini kullanarak ortaya
¢ikarmak miimkiindiir. Her bir hiicrenin tam bir bitki meydana getirme potansiyeline
sahip olmasit sadece bitki hiicrelerine 0zgii olup totipotensi 0zelligi olarak
adlandirilmaktadir. Bu 6zellik bakimindan bitki hiicreleri essizdir (Stewart, 2012). Bitki
doku kiiltiirii teknigi birbirinin ayn1 genetik karakterlerini tasiyan bitkilerin daha kisa
siirede, daha az materyal ile mekandan tasarruf edilerek binlercesinin iiretilmesine
olanak saglar (Ozen ve Onay, 2013). Bu ydntemlerin kullanilmasiyla ihtiyag duyulan
bitki tiirleri gogaltilabilir, endemik tiirlerin varligimi1 siirdiirmesi saglanabilir. Viriis
tagimayan bitkiler elde etmek i¢in ise meristem kiiltiirii kullanilarak degerli bitkisel gen
kaynaklari muhafaza edilebilir veya bitki hiicre kiiltiirlerinden farkli ikincil metabolitler
elde edilebilir (Babaoglu ve ark., 2002).

Nesli tiikkenmekte olan bitkilerin korunmasinda ve dogal yollarla tiretilmesi zor
olan bitkilerin ¢ogaltilmasinda, ayrica yeni cesit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerin farkl
varyasyonlarin1 meydana ¢ikarmak, bitki doku kiiltiiriinlin temel hedefleri icerisindedir
(Babaoglu ve ark., 2002; Ozen ve Onay, 2013). Ulkemizde bazi endemik veya nesli
tiikenmekte olan bitki tiirlerinin korunmasinda in vitro ¢ogaltma teknikleri uygulanmis
ve basarili sonuglar elde edilmistir (Dayan 2006; Ayan ve Cirak 2006; Cenkgi ve ark.
2009; Hasangebi ve ark.2011; Orug ve ark. 2012). Ancak endemik tiirlerin varliginin
korunmasi, artirilmasi ve siirdiiriilebilirligi adina yapilan c¢alismalar yetersiz

goriilmektedir.



Ajuga cinsi iiyelerinin tibbi ve ekonomik dnemi goz dniine alindiginda, 6zellikle
endemik tiirlerin korunmasi ve siirdiiriilebilir kullanimi konusunda yeni metod ve
yontemler uygulanmalidir. Bu baglamda Kaul ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢calismada sifali
bir bitki olan Ajuga brakteosa’nin genetik transformasyonu ve korunmasi adina, yaprak,
yaprak sap1 ve kok eksplantlarin1 2 mgL™? IAA ve 5 mgL™ BA ile desteklenen MS besi
ortaminda kiiltiire alarak, in vitro mikro ¢ogaltma potansiyelini arastirmislardir. Ayrica
Jan ve ark. (2014), Ajuga bracteosa Wall ex. Benth’in kallus indiiksiyonu ve ¢oklu
sirgiin rejenerasyonu i¢in verimli ve hizli bir in vitro protokol olusturmuslardir.
Arastiricilar, kallus indiiksiyonunu; yaprak, yaprak sapi ve internodal kesimlerden elde
etmiglerdir. Sivanesan ve ark. (2016) ise yaptiklar1 ¢aligmada Ajuga multiflora'nin
siirglin ucu eksplantlarindan ¢ogaltilan  siirgiinler {izerinde, bitki biiylime
diizenleyicilerinin etkisini incelemislerdir.

Endemik tiirlerin varliginin korunmasi ve artirilmasina yonelik kullanilabilecek
biitiin ¢ogaltma tekniklerine ve yeni teknikler elde etmek icin yapilan calismalara
gerekli onemin verilmesi giiniimiiz kosullarinda bir zorunluluk haline gelmistir. Bu
yontemler kullanarak endemik bitki tiirlerinin genetik ¢esitliliginin korunmasi ve
stirdiiriilebilirligi saglanabilir. Bu tez calismasinda arastirma materyali olarak kullanilan
Ajuga xylorrhiza Kit Tan bitkisinin yasam alanlar1 belli bir bolgeyle sinirli olup nadir ve
hassas bir bitki tiiriidiir. Bu tiir, biitiin diinya lizerinde bilinen tek bir bdlgede
Diyarbakir’in Cermik il¢esinde yetismekte ve nesli tiikenme tehlikesi altindadir (Davis,
1988). Bununla birlikte yapilan literatiir taramasinda Ajuga xylorrhiza Kit Tan ile ilgili
cok sinirh sayida ¢alismaya rastlanmistir (Isikalan ve ark., 2020). Literatiirdeki bu
eksiklik tespit edilerek, tibbi 6neme sahip, endemik ve koruma altinda olan Ajuga
xylorrhiza Kit Tan’nin genetik ¢esitliliginin korunmasi ve siirdiriilebilirliginin
saglanabilmesi igin, in Vvitro ortamda mikrogogaltilmasina sitokinin ve oksin

kombinasyonlarinin etkisi aragtirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Biyoteknolojideki ilerlemeler nadir bulunan bitkilerin ¢ogaltimin1 elde etmek
acisindan olduk¢a Onemlidir. In vitro doku kiiltirii teknikleri, endemik ve tehlike
altindaki bitki tiirlerinin kalitsal materyallerin korumak, istenildiginde yeniden dogaya
kazandirilmak tizere bitkisel materyal bulunmasina olanak saglamak gibi bir cok avantaj
sundugundan son yillarda olduk¢a yayginlasmistir (Sarasan ve ark., 2006; Cenkgi ve
ark., 2009).

Lamiaceae familyasinin bir iiyesi olan, sahip oldugu tibbi ve farmakolojik
Ozelliklerinin yani sira siis bitkisi olarak da yaygin kullanilmasindan dolay1 her gecen
giin talebin arttig1 Ajuga bitkisinin geleneksel yontemlerle ¢ogaltilmasi, zayif tohum
yapisindan dolay1 oldukg¢a zordur. Bu nedenle etkin mikrogogaltim yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Park ve ark., 2017). Yapilan literatiir taramasinda c¢alismada bitki
materyali olarak kullanilan Ajuga xylorrhiza Kit Tan bitkisinin mikrogogaltilmasina dair
cok fazla ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu tezin literatiir ve kaynak taramasi
bolimiinde genel olarak Ajuga bitkisi ile ilgili yapilan in vitro c¢alismalar
listelenmektedir.

Lineberg ve Wanstreet (1983), Ajuga reptans’m in vitro c¢ogaltimi iizerine
yaptiklar1 arastirmada Bitki Biiyiime Diizenleyicileri’nin roliinii incelemislerdir.
Arastiricilar  ¢alismada, 2.5 mgL! BA ve 0.1 mgL' NAA bulunduran MS besi
ortamindan her siirgiin i¢in 47.6 siirglin meydana geldigi sonucuna varmislardir.

Preece ve Huetteman (1994), Ajuga reptans’in mikrogogaltim asamalarini,
sitokinin konsantrasyonunun etkisini aragtirmiglardir. Arastiricilar c¢alismada, aksiler
stirgiinlerin BA konsantrasyonuna bakilmaksizin meydana geldigini gozlemlemis ve
orta biiytikliikteki eksplantlarin daha fazla kallus olusturdugunu bildirmislerdir.

Kuria ve ark. (2002), Ajuga remota, Kenya'da sitma tedavisi i¢in en sik
kullanilan ve alternatif tipta en ¢ok recete edilen sifali bitkidir. Bu ¢aligmalarinda Kuria
ve arkadaglari, bilinen iki izolat1 olan ajugarin-1 ve ergosterol-5,8-endoperoksit ve yeni
bir izolat 8-O-asetilharpagide’nin in vitro olarak antiplasmodial aktiviteleri agisindan
degerlendirmislerdir. Ajugarin-1, Plasmodium falciparum'un klorokin duyarli susuna
kars1 orta derecede aktif oldugu belirtilmistir.

Fekete ve ark. (2004), dort Ajuga tiirtinden (Ajuga reptans, Ajuga bracteosa,
Ajuga chamaepitys (L.) Schreber ve Ajuga genevensis L.) suda ¢oziiniir ekstraktlarin, iki
exopterygota (emici bocek) tiirlinlin embriyonik gelisimi iizerindeki etkinligini

incelemisler. 60 metanol + 40 su fraksiyonunun tamami test boceklerine karsi etkili



oldugu, ancak test tiirlerine ve uygulanan konsantrasyona gore farkli sonuglar gosterdigi
belirtilmistir.

Cheng ve ark. (2008), Ajuga turkestanica'min metabolizmay1 artiran
fitoekdisteroidlerinin birikimini artirmak igin in vitro kosullarda kiiltiire almis ve besi
ortaminda fitoekdisteroid oOnciileri (asetat, mevalonik asit kolesterol) veya metil
jasmonat (bir elisitdr) ilave etmiglerdir. Caligmada hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, 20-
hidroksiekdison (20E) igerigi, istenmeyen kiiltlirlere kiyasla sirasiyla 125 veya 250 uM
metil jasmonat ilavesiyle 2 - 3 kat artt1g1 belirtilmistir.

Gautam ve ark. (2011), Lamiaceae familyasmin sifali bir bitkisi olan Ajuga
bracteosa Wall Ex Benth.’in, ayurveda, romatizma, gut, felg¢ ve amenore tedavisi gibi
birgok hastalik igin tanimlanmis oldugunu bildirmislerdir. Ajuga bracteosa'nin
antiinflamatuar aktivitesini incelemek, olas1 etki mekanizmasimni anlamak ve
aktivitesinden sorumlu bilesenlerini belirlemek ig¢in yapilan calisma da Ajuga
bracteosa'nin %70 etanol oOzitiniin, muhtemelen COX-1 ve COX-2 enzimlerinin
inhibisyonu araciligiyla gerceklesen, umut verici antiinflamatuar aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir.

Sivanesan ve ark (2011), Ajuga multiflora bunge'nin yaprak ve yaprak sapi
eksplantlarindan itibaren siirgiin rejenerasyonu iizerinde sitokininlerin etkisini
incelemislerdir. Arastiricilar ¢caligmalarinda siirgiinlerin MS ortamina transferini takip
eden 2 hafta i¢inde siirgiin biiyiimesi ve kok baslangic1 gézlemlendigini rapor etmis ve
kok indiiksiyon sikligmin, siirgiin basina ortalama 8.2 kok sayisiyla %100 oraninda
oldugunu vurgulamislardir.

Hasimi (2012), yaptig1 c¢alismada lokal endemik tiirler olan, Ajuga vestita
BOISS ve Ajuga xylorrhiza KIT TAN bitkilerine ait petrol eteri, aseton ve metanol
ekstrelerinin antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz, mutajenik ve antimutajenik
aktivitelerini aragtirmistir. Bitkilerden elde edilen 6zlerin antimikrobiyal etki gosterdigi,
ayrica toplam flavonoit ve toplam fenolik miktarlar1 tayin edildikten sonra yiiksek
oranda antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ellman yontemi kullanilarak
antikolinesteraz aktivite arastirmaci tarafindan belirlenmistir ve her iki bitki tiiriinden
elde edilen ektrelerin antikolinesteraz aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Kaul ve ark. (2013) tibbi bir bitki olan Ajuga brakteosa’nin genetik
transformasyonu ve korunmasi adina, yaprak, yaprak sap1 ve kok eksplantlarini IAA (2
mgL™? ) ve BA (5 mgL™) ile desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alarak, in vitro

mikro c¢ogaltma potansiyelini arastirmiglardir. Arastiricilar, bitkinin tibbi amacl



cogaltilmasina yonelik yapmis olduklar1 ¢alismada IAA (2 mgL™?) ve BA (5 mgL?) ile
desteklenmis MS ortaminda ortalama 41.4 ile %100 siirgiin yenilenmesi saglandigini ve
kiltlir bagina 8.4 cm'lik siirglinler elde edildigi sonucuna varmislardir. Ayni ¢caligmada
MS + IBA'ya (0.5 mgL™) aktarildiginda in vitro siirgiinler kesilerek, tiim kiiltiirlerde
20.2 cm ortalama uzunlukta 20 kok / siirgiin tiretildigi bildirilmistir.

Jan ve ark. (2014) tibbi 6nemi olan Ajuga brakteosa Wall ex. Benth’in farkli
eksplantlarin1 kullanmiglardir. Kallus indiiksiyonu ve ¢oklu siirgiin rejenerasyonu igin,
hizli ve verimli bir in vitro protokol olusturmuslardir. Bu ¢alismada kallus indiiksiyonu
yaprak, yaprak sapi ve internodal kesimler gibi, farkli eksplantlardan elde edilmistir.
Maksimum kallus olusumunun yaprak eksplantlarinda 5.0 mgL™' BAP, petiyol
eksplantlarinda 2.0 mgL™? BAP+3.0 mgL! IAA ve internodal eksplantlarda 2.0 mgL
!BAP+5.0 mgL! NAA iceren MS besi ortamlarinda olustugunu bildirmislerdir.
Arastirmada ¢oklu siirglin olusumu igin, farkli eksplantlardan elde ettikleri kallusu,
farkli konsantrasyonlarda oksin (IAA, NAA) ve sitokinin (BAP, Kinetin) ile takviye
edilmis MS besi ortaminda elde ettiklerini ayrica 5.0 mgL™! BAP ile desteklenmis MS
besi ortaminda maksimum siirgiin elde ettiklerini agiklamislardir.

Kayani ve ark. (2014), Cografya ve habitatin, bir bitkinin metabolizmasi ve
morfolojisinde dnemli bir rol oynadigindan yola ¢ikarak, yapmis olduklar1 ¢alismayla
fitocografya, mevsim ve doku tipinin Ajuga brakteosa’nin morfolojisi ve 20-HE (20
hidroksekdison) igerigi tizerindeki etkisinin degerlendirilmesini amaglamislardir.
Sonuglar, Ajuga bracteosa'nin ¢esitli ekotiplerinde biiyiik morfolojik farkliliklar ortaya
c¢ikarmistir. Bununla birlikte, fitocografyalarina bakilmaksizin ayni yiikseklikteki
bitkilerin benzer morfolojiyi temsil ettigi bildirilmistir. Arastiricilar diistik sicakligin 20-
HE igerigi tizerindeki etkisini dogrulamak igin, Ajuga brakteosa’y:r farkli sicaklik
rejiminde in vitro olarak kiiltiire almiglardir. Bu sonuglara dayanarak, sogugun vejetatif
bliylimeyi engelledigini ve bir savunma tepkisi olarak stresin indiikledigi 20-HE
birikimini tetikledigini varsaymislardir.

Sivanesan ve Jeong (2014), vyaptiklari ¢alismada, silisyum  (Si)
konsantrasyonunun siirgiin rejenerasyonu iizerindeki etkisini ve Ajuga multifloranin
tuzluluk toleransini arastirmislardir. Sonug¢ olarak, Si'nin kiiltiir ortamina eklenmesi,
antioksidan enzimlerin aktivitesini degistirerek Ajuga multifloranin  siirgiin
rejenerasyonuna tesvik ettigini gozlemlemisler. NaCl'nin dahil edilmesi siirgiin
rejenerasyonunu ve A. multiflora biiylimesini 6nemli 6l¢iide azaltmis. Si'nin NaCl

iceren kiltlirlere eklenmesi, antioksidan enzimlerin aktivitesini degistirerek, stomalarin



ultra yapisint koruyarak, yapraklardaki NaCl birikimini smirlandirip, Ajuga
multiflora'nin biiyiimesini ve kok uzunlugunu 6nemli 6l¢iide arttirdigini belirtmislerdir.

Akbas ve ark. (2015), BAP ve Kinetinin Ajuga vestita BOISS'n
mikrogogaltilmasi tizerine etkisini incelemislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda, olgun
tohumlarin sirastyla %70 etil alkol icinde 30 saniye, %5 NaOCI ¢ozeltisi i¢inde de 15
dakika bekletmis ve catlatilan steril tohumlar1 in vitro ortamda 30 gL siikroz ile
desteklenmis Y4 MS ortaminda ¢imlendirmislerdir. Bu sekilde elde edilen siirgiinleri
farkli BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarmi iceren ortamda kiiltiire alarak
sitokininlerin in vitro mikrogogaltim iizerindeki etkisi test edilmistir. Calismanin
sonucunda sitokinin konsantrasyonu azaldiginda her iki hormon tiiriinde de siirgiin
sayisinin  artti§i  sonucuna varimistir. Ayni zamanda test edilen tiim hormon
konsantrasyonlarinda, siirgiin olusumu igin en iyi sonu¢ 0,125 mgL? Kin igeren
ortamda gozlenmistir.

Kayani ve ark. (2016) Ajuga bracteosa’nin 0.45-3.6 mgL™? BA degerindeki MS
besi ortaminda biiyiik oranda siirgiin elde edildigini vurgulamis ve bu siirgiinlerin %100
oranda koklendigi sonucunu rapor etmislerdir.

Sahakyan ve ark (2016), Ajuga genevensis L.'nin in vitro kiiltiirde kimyasal
etkilesimi ve biyolojik aktivitelerini aragtirmiglardir. Calismalarinda, 0.2 mgL* Kin ve 2
mgL? IAA 2 mgL! glisin eklenmis MS besi ortaminda, yaprak ve kok eksplantlarindan
yiiksek biiylime aktivitesi ve rejenerasyon kabiliyetine sahip Ajuga genevensis kiiltiirii
(kallus) elde edildigini belirtmislerdir. Elde ettikleri kalluslarin biyolojik aktivite ve
kimyasal icerik agisindan incelenmesi sonucunda kallus dokusunun dogal bitki
tiirlerinden daha fazla antioksidan tasidiklar1 sonucuna varmislardir.

Sivanesan ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢aligmada Ajuga multiflora'nin siirgiin ucu
eksplantlarindan ¢ogaltilan siirgiinler iizerinde, bitki biliylime diizenleyicilerinin etkisini
incelemislerdir. Maksimum siirgiin sayisin1 (17.1), 8 uM BA ve 2.7 uM NAA le
giiclendirilmis MS kiiltiir ortaminda elde etmislerdir. Eksplant bagina ortalama siirgiin
sayisinin, yari kati ortama kiyasla sivi ortamda 1.6 kat arttif1 belirtilmistir. MS besi
ortaminda siirgiin basina ortalama 7,2 kok olusumu ile (% 100) koklenme elde edildigi
rapor edilmistir. Arastirmacilar koklendirilmis bitkileri, serada %100 hayatta kalma
orantyla basarili bir sekilde topraga aktarmislardir. Serada yetistirilen bitkilerin
maksimum seviyede yag asidi, tokoferol ve karotenoid igeriklerinin in vitro olarak MS
besi ortaminda kiiltiire alinmis filizlerin yapraklarindan elde edildigi sonug¢ olarak

bildirilmistir.
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Kokab ve ark. (2017), Ajuga bracteosa'nin antioksidan potansiyelini, in vitro
ortamda antidiyabetik ve antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir. Fitokimyasal analiz,
fenoller, flavonoidler, tanenler, saponinler, kininler, terpenoidler, ksantoproteinler,
glikozitler, karbonhidratlar, steroidler, fitosteroller ve amino asitlerin varligini
gostermistir. Kloroform ve n-hekzan ekstraktlari sirasiyla 29.92 pg/ ml ve 131.7 pg / ml
IC50 degerleri ile onemli enzim inhibisyon potansiyeli gosterdigi belirtilmistir. Sulu
oziit, E. coli, S. typhimurium, E. amnigenus, S. pyogenes ve S. aureus'un maksimum
inhibisyonunu sirasiyla (18.0 £ 1.0 mm, 12.5 +£ 0.7 mm, 17.0 £ 0.0 mm, 11.0 £ 0.0 mm
ve 15.3 £ 2.0 mm), gostermisler. Bu ¢aligma ayrica Ajuga bracteosa kokiiniin n-hekzan,
kloroform, etil asetat ve sulu ekstraktlarinin a-glukozidaz inhibitor aktivitelere sahip
oldugunu ve bu nedenle postprandiyal hipergliseminin tedavisinde hipoglisemik ajanlar
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Saeed ve ark. (2017), tibbi degeri yiiksek ve nesli tiikenmek {izere olan Ajuga
brakteosa Wall ex’in gelismemis kok siispansiyon kiiltiirlerinde biyokiitle birikimi,
sekonder metabolit liretimi ve antioksidan potansiyeli {izerine metiljasmonat (Me-Ja) ve
fenil asetik asit (PAA) gibi 6nemli iki elisitoriin etkilerini arastirmiglardir. Elde ettikleri
verilere gore; biyokiitle birikiminde Onemli bir artis oldugu ve kontrol ile
karsilastirildiginda elisitor islemlerine yanit olarak kiiltiir biiytimesinin daha uzun log
evreleri sergiledigini Dbelirtmislerdir. Ayrica, A. bracteosanmin kok siispansiyon
kiiltirlerinde toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik ve antioksidan aktivitede
elisitorlerin indiikledigi artisi gézlemlemislerdir. Sonug¢ olarak arastiricilar adventif
koklerin olusmasi, adventif koklerde biyokiitlenin ve metabolit igeriginin arttirilmasi
adina yeni bir protokol olusturduklarini rapor etmislerdir.

Ali ve ark. (2018), Thidiazuron (TDZ)’un, Ajuga brakteosa’da siirgiin
morfogenezi, antioksidan sistemi ve ugucu organik bilesiklerin biyosentezi iizerindeki
etkilerini in vitro olarak test etmislerdir. Tek basina tidiazuron, 1.2 ppm (TDZ) ile
desteklenmis MS ortaminda yetistirilen govde eksplantlarinda en yiiksek siirgiin
indiiksiyonunu (% 88) tesvik ederek, eksplantlarda dogrudan kok morfogenezi i¢in en
1yi bliylime diizenleyicisi olarak etki gdstermistir. TDZ’nin diisiik dozlarda kullanilmasi
(0.5 ppm) sonucu siirgiinlerin 5.8 cm uzamasi ve en fazla 18 adet siirgiin olusturdugu
sonuglarma ulagsmiglardir. En yiiksek toplam fenolik (TPC; 4.5 mgGAE/gDW) ve
flavonoid igerigini (TFC; 3.5mgQE/gDW), 1.2 ppm TDZ+2.0 ppm BAP hormon
kombinasyonunu iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmis slirgiinlerden elde

etmiglerdir. In vitro hiicre kiltiirlerinden elde edilmis siirgiinlerde, GC-MS (Gaz
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kromatografisi-kiitle ~spektrometresi) ile yapilan analizler 34 ugucu bilesigin
biyosentezini gdstermistir. Bunlardan en onemli olan bilesikler arasinda, o-pinen (%
5,3), kamfen (% 4,45), limonen (% 3,4), 1,8 — sineol (% 14,3) olmak {izere 6nemli
miktarlarda biyoaktif monoterpen hidrokarbon iiretiminin oldugu, ayrica thujone (%
9,4) ve kafur (% 12,2), borneol (% 11,4) ve nerol (% 9,2) gibi oksinlenmis
monoterpenler oldugu sonucuna varmiglardir.

Jan ve ark. (2018), Ajuga brakteosa’nin mikrogogaltma protokolii gelistirmek
igin yaprak sap1 ve internod eksplantlarindan kallus kiiltiirlerini kullanmislardir. Oksin
ve sitokinin igeren farkli konsantrasyondaki MS besi ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan olusan kalluslarin, farkli BBD igeren MS ortaminda alt kiiltiirlere alarak
slirglin rejenerasyonu saglamislardir. Petiyol eksplantlarinda maksimum siirgiin sayisini
3 mgL! BAP igeren (%80) MS besi ortaminda, internod eksplantinda ise 2 mgL* BAP
ve 5 mgL? NAA igeren MS besi ortaminda (%100) saglandigini bildirmislerdir.
Arastiricilar olugan siirgiinlerin 2 mgL™? TAA ile desteklenmis MS besi ortaminda
koklendirme isleminin ardindan, dogal yasam alanlarina aktarilmasi i¢in sera ortaminda
yaklasik bir ay bekletilmis ve basarili bir sekilde dogaya aktarildig: rapor edilmistir.

Jeong ve ark. (2018), yaptiklari c¢alismada 1s1ik kalitesi ve siikroz
konsantrasyonunun Ajuga multiflora’nin in vitro siirgiin kiiltiirlerindeki siirgiin
rejenerasyonu ve biyoaktif bilesik icerikleri iizerindeki etkisini arastirmislardir. WFL (
beyaz floresan 1s1k) altinda %2 siikkroz ile desteklenen ortamda yaprak basina
maksimum filiz tomurcugu (34.8) elde edildigi bildirilmistir. Kirmiz1 151k yayan LED
(light emitting diode) diyotlar altindaki ortamda, eksplant basina ortalama 13.7 adet
slirglin ve 6.4 cm siirgiin boyu elde etmislerdir. Toplam karotenoidlerin maksimum
icerigi, WFL altinda %3 silikroz ile desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alinan
siirglinlerden elde edilirken, minimum igerik ise, mavi LED altinda %1 siikroz ile
desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirglinlerden elde etmisler. Ayrica
tokoferol icerigine bakildiginda; en yiiksek tokoferol igcerigi, WFL altinda %3 siikroz ile
MS ortaminda kiiltiire alinmis siirgiinlerden elde edilirken, en diisiik tokoferol igerigi,
kirmizi LED altinda %1 siikroz igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis siirgiinlerden elde
edildigini rapor etmislerdir.

Rukh ve ark. (2018), 15181 ¢esitli tibbi bitkilerde morfojenik yanitlarda ve
biyoaktif bilesiklerin iiretiminde rol oynayan ana faktor veya uyaranlardan biri oldugu
diislincesi ile Ajuga bracteosa'nin embriyonik olmayan Kallus kiiltiirlerinden somatik

embriyolarin indiiksiyonunda renkli 1siklarin ozelliklerini arastirmislardir. Yapilan
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arastirmalar sonucunda mavi, yesil ve kirmizi 1giklarin somatik embriyolarda fenolik ve
flavonoid dretimini, polifenolik igerigi ve toplam polifenolik iiretimini de artirdigi
arastimacilar tarafindan goézlemlenmistir. Kallus Kkiiltiirlerinin renkli 1siklara maruz
kalmasi, nesli tilkenmekte olan Ajuga bracteosa tiirlerinin korunmasi ve biyoaktif
bilesiklerinin arttirtlmasi igin etkili ve timit verici bir in vitro teknik sagladigi sonucuna
varmiglardir.

Akbas ve ark. (2019) in vitro kosullar altinda Ajuga vestita Boiss’in ¢imlenme
protokoliiniin optimizasyonunu yaptiklar1 ¢alismalarinda, 30 g siikroz ile desteklenmis
Ya MS besiyeri ve 151k ortaminda en yiiksek ¢imlenme oranim elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Calismada elde edilen siirgiinlerin 0.125 mgL™? Kin iceren 1/1 MS besi
ortaminda alt kiiltiire alinarak mikrogogaltimlarinin gerceklestirildigi ve %80 basariyla
topraga aktarildig1 vurgulanmistir.

Ali ve ark. (2019), farkli spektral 1siklar altindaki Ajuga brakteosa’nin adventif
kok kiiltirlerinde, a-naftalen asetik asidin (NAA) biiyiime, sekonder metebolizma ve
fenolik asit miktar1 tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Farkli spektral 1siklar arasinda,
en yiiksek adventif kok indiiksiyon frekansi (% 88) ve biyokiitle olusumu (72 g/L FW
ve 22 g/L DW), sar1 151k altinda 1.5 mgL™ NAA varhiginda inkiibe edilen eksplantlardan
elde edildigi bildirilmistir. maksimum polifenol (TPC; 44.2 mg) ve flavonoid (TFC;
2.51 mg) iretiminin mavi 151tk varliginda biiyiitillen adventif kok kiiltiirlerinde
kaydedildigini rapor etmislerdir. Mavi spektral 15181n, adventif kok kiiltiirlerinde
sirasiyla maksimum siiperoksit dismutaz (SOD; 2.5 nM) ve peroksidaz aktivitesini
(POD; 0.85 nM) indiikledigi, kirmiz1 15181 ise, adventif kok kiiltiirlerinin antioksidan
potansiyelini 6nemli dl¢lide artirdigy bildirilmistir.

Haider Abbasi ve ark. (2020) yilinda Ajuga integrifolia’nin ¢oklu siirgiin
kiiltiiriinde gelismis fitokimyasal ve biyolojik aktiviteler icin salisilik asit (SA) ve
gibberellik asit (GA) gibi bitki sinyal molekiillerinin eksojen roliinii arastirmislardir.
Pakistan bolgesinde bu bitkinin fitokimyasallarinin, hafif dis agrisindan sitmaya ve
iltihapl1 hastaliklara kadar g¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanildig
bilinmektedir. Siirgiinler ¢esitli SA ve GA konsantrasyonlarina maruz birakilarak,
veriler 21 giin sonra toplanmistir. SA ve kontrole kiyasla GA'ya (5.0 mgL™?) yamit olarak
biyokiitlede 6nemli artis (kuru agirlik (DW): 17.9 g / L) gozlenmis. Sonuglar, salisilik
asidin stirglin kiiltiirlerinde fitokimyasal tretimi artirdigini, ancak gibberellik asidin
biyosentezini diislirdiiglinii gostermistir. Buna karsin in vitro ortamda SA (150 uM)

muamelesi altinda antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteler onemli 6l¢iide artmistir, bu
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da fitokimyasal biyosentez ve ilgili biyolojik aktivitelerinde dogrudan bir korelasyon
oldugunu diistindiirmiistiir.

Isikalan ve ark. (2020), Ajuga xylorrhiza Kit Tan bitkisinin in vitro
cogaltilmasinda sitokinin etkisini aragtirmislardir. Bu calismada siirgiinler, c¢esitli
konsantrasyonlarda BAP, TDZ ve Kin ile desteklenen MS bazal ortaminda kiiltiire
alinmis ve optimal siirgiin olusumu 0.125 mg L BAP (eksplant basma 7.91 siirgiin) ve
0.25 mg L* Kin (eksplant basina 4.9 siirgiin) i¢eren ortamlardan elde edilmistir. Siirgiin
uzunlugu (3,43 ila 3,63 cm) agisindan en 1yi sonug ise Kinetin i¢ceren besi ortamlarindan
elde edilmistir. Koklendirme igin, rejenere siirgiinler 0 (kontrol), 0.5 veya 1.0 mg L™'de
iki farkli IAA ve NAA konsantrasyonu igeren 1/4 kuvvetli MS ortamina aktarilmistir.
Arastiricilar,  siirgiin basina kok sayis1 acisindan en iyi sonuglarm, 0.5 mg Lt IAA
(eksplant basina 3.10 kok) ile desteklenen ortamdan elde edildigini bildirmislerdir.

Baz1 Ajuga tiirleri ile ilgili yapilan in vitro mikrogogaltma ¢aligmalar1 mevcuttur
(Sivanesan ve ark. 2011; Kaul ve ark. 2013; Sivanesan ve Park 2015; Akbas ve ark.
2015). Bununla birlikte, endemik Ajuga xylorrhiza ile ilgili ise mevcut bilgiler ¢ok
sinirh sayidadir (Hasimi, 2012; Isikalan ve ark., 2020). Bu amagla, tez ¢aligmasinda
tibbi 6neme sahip Ajuga cinsine ait, endemik ve koruma altinda olan Ajuga xylorrhiza
Kit Tan’nmin in vitro ortamda mikrocogaltilmasma Kin ve [IAA-NAA

kombinasyonlarinin etkisi aragtirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali
Bu arastirmada kullanilan bitki materyali yerel endemik bir tiir olan Ajuga

xylorrhiza Kit Tan’nin olgun tohumlar1 kullanilmis olup, bitkinin tohumlar1 Diyarbakir
Doga Koruma ve Milli Parklar il miidiirliigiinden temin edilmistir (Sekil 3.1.). Deneysel
calismalarimiz Batman Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Alem Plantae (Bitkiler)

Altalem Tracheobionta (Damarli Bitkiler)

Ustbéliim Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)

Boliim Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)

Sinif Magnoliopsida (Cift Cenekliler)

Altsimif Asteridae

Takim Lamiales

Aile Lamiaceae (Ballibagiller)

Cins Ajuga (Mayasilotu)

Tiir Ajuga xylorrhiza Kit Tan (Kabamayasil)

Ajuga cinsi iiyeleri ¢ogunlukla tek yillik, nadiren odunsu cok yillik cal
formundaki bitkilerin olusturdugu salgi yapabilecek dokulara sahip hos kokulu
bitkilerdir. Genel olarak govde kosesiz veya 4 kdseden olusmus, Pargali veya boliinmiis,
bazen tiiysiiz basit yapraklara sahiptirler. Govde yanlarinda yaprakciklar bulunmaz
genel olarak yapraklar karsilikli ¢apraz dizilmislerdir. Disli ya da ii¢ disliye kadar
degisen tam kenarli govde yapraklarina sahiptirler. Cigeklenme yapis1 cogunlukla
yaprak tabaninin genis kisimlarindan deste halinde basaklar olusturmustur. Bu bitkilerin
ireme kisimlari (cicek) erseliktir. Canak yapraklar 5 kissmdan olugmakta olup; {ist labia
3 disten, alt labia 2 disten olusmustur. Bitkinin renkli kismini olusturan ta¢ yapraklari
genellikle {iistte 2 loblu galea, altta 3 loblu labellum olmak iizere iki kisimdan
olusmustur. Ikisi uzun ikisi kisa (Didinam) olmak iizere 4 adet erkek organlari bulunur.
Yumurtalik 2 tohum zarfli (karpel) 4 tohum taslagina sahip ve kisimlara ayrilmistir.

Tohumu findiga benzer bir yap1 olusturur (Anonim 2013).
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Sekil 3.1. Ajuga xylorrhiza Kit Tan’nin dogal yasam alanindaki genel gériiniimii

Ajuga cinsinin Giiney Amerika hari¢ bircok kitaya yayilmig 300’iin iizerinde
farkli tliri bulundugu bilinmektedir (Israili ve Lyoussi 2009). Anadolu topraklarinda
yetisen 13 mayasil bitkisi tiiriinden alt1 tanesi endemik olarak varligini siirdiirmekte
(Giiner ve ark., 2012). Ajuga cinsleri arasinda tek yillik veya ¢ok yillik otsu veya
odunsu bitki tiirleri mevcuttur. Ajuga xylorrhiza Kit Tan sadece Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde, Diyarbakir ilinin Kuzeybatisinda, Cermik ilgesi siirlar icerisinde yer alan
dogal, yerel endemik bir tiirdiir (Davis ve ark. 1988). Ajuga xylorrhiza’nin yapraklari
yelpaze seklinde, ¢igekleri beyaz renkli dikotil (¢cok yillik) bitkilerdir. 3 ile 7 cm
arasinda degisen genislige sahip kokleri sayesinde kaya catlaklarina yerlesebilir. Govde
kismi cicekli veya baz1 zamanlar lireyemeyecek sekilde ciceksiz olabilir. Genel olarak
geng bitkilerin govde yapilari ¢ogalma asamasinda olmayabilir. Dallanmalar ¢ogunlukla
yalin, gévde ve lamina kisimlar1 fazla sayida narin dikey yumusak tiiylere sahiptir.
Laminanin her iki yiizeyi de ayn sekilde tliyleri tasir. Canak yapraklar yaklasik olarak 7
mm uzunlugunda ¢an seklinde ve dardir. Yiizeyi yogun tiiylerle kaplidir. Ta¢ yapraklar
yaklagik olarak 20 mm uzunlugunda tomurcuk iken ara ara pembe, ¢ogunlukla beyaz
renklidir (Davis, 1988).
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3.2. Yontem
3.2.1. In vitro kiiltiir kosullar:
3.2.1.1. Cam malzeme, filtre kagidi ve saf suyun sterilizasyonu

Mikrogogaltim arastirmalarinda kullanilacak erlenmayer ve beher gibi cam
malzemeler fir¢a kullanilarak temizlendikten sonra, sicak suya tutuldu. Daha sonra 3
tekrardan olusmak kaydiyla saf suyla durulandi. 3 saat boyunca 180 °C sicaklikta
etiivde bekletilen malzemelerin sterilizasyon asamasi tamamlandi. Balon joje, meziir ve
pipetlerin sterilizasyonu ayni islemlerin tekrar edilmesiyle baslandi. Oncelik olarak
yumusak bir siinger veya fir¢ca yardimiyla temizlendi. Daha sonra sicak suyla yikandi ve
3 defa saf suyla durulandi. Sonrasinda 80 °C sicaklikta 3 saat boyunca etiivde
sterilizasyona birakildi. Bitki kiiltiirii siirecinde kullanilan Magenta GA-7 kaplarinin
sterilizasyon islemi oncesinde yumusak bir slinger yardimiyla temizlendikten sonra, 3
defa sicak sudan gegirildi, daha sonra 3 defa saf sudan gegirilerek durulandi. Magenta
kaplar1 kuruduktan sonra aliiminyum folyolara iki kat olacak sekilde sarild1 ve 121 °C’
de 1 atmosfer basing altinda 25 dakika otoklavda steril edildi. Deneylerin her
kademesinde kullanilan filtre kagitlar1 Oncelikle uygun boyutlarda kesildi. Daha
sonrasinda iki kat yagl kagitla sarilip 180 °C sicaklikta 2 saat boyunca etiive alindi,
bitki besi kiiltlirlerinin hazirlanmasinda kullanilan saf suyun yine etiivde 180 °C 3 saat

bekletilmesiyle steril edildiler.

3.2.1.2. Metal malzemelerin sterilizasyonu

Arastirmada kullanilacak bitkilerin uygun sekillerde hazirlanmasi, ayristirilmasi
ve kiiltlir kaplarina aktarilmasi adina kullanilan bistiiri ucu ve pens gibi materyallerin
sterilizasyonu igin oncelikle %96°lik etanol ile temizlenip daha sonra folyoya sarilarak

300 °C’de kuru hava sterilizatoriine yarim saat birakilarak sterilizasyonu gergeklestirilir.

3.2.1.3. Sterilize edilmis materyallerin korunmasi

Buradaki baslica gaye, sterilizasyonu gerceklestirilmis materyallerin steril
durumunun korunmasidir. Steril edilmis ve heniiz sterilizasyonu gergeklesmemis
malzemeler ayr1 dolaplarda muhafaza edilmelidir. Sterilize edilmis malzemeler
dezenfeksiyonu yapilmis olan dolaplarda saklandi. Cam malzemelerin agizlar1 bir
pamuk yardimiyla veya folyo yardimiyla kapatildi. Sterilizasyonu yapilmis Magenta
GA-7 kaplarinin kapaklari kapali tutuldu.



17

3.2.1.4. Doku kiiltiirii ve ropikaj odalarinin dezenfeksiyon ve sterilizasyonu

Bu bolimde bitki doku kiiltiirleri kontaminasyondan uzak bir sekilde izole
edilerek besi yerine aktarilir. Olas1 bulasma etkilerini en aza indirmek i¢in laminar
akimli steril edilmis kabinler kullanmilir. Calismalar baslamadan 24 saat Oncesinde
calisilacak boliimiinlin zemin, duvar, kapi, dolap ve masalarin ylizeyleri genel olarak
hazirlanan sodyum hipoklorit (NaOCI) kullanilarak (1/100’lik, 1L suya 10 cc NaOCI)
dezenfekte edildi. Daha sonrasinda bitki materyallerinin aktariminin gerceklesecegi
laminar akimli (inkiibator) kabin, kullanilacak masa, dolap ve ¢alisma alani, daha steril
bir calisma alan1 saglamak adma %70’lik alkol ¢o6zeltisi yardimiyla temizlendi.
Ortalama 3 saat acgik birakilan ultraviyole 15181 sayesinde ¢alisma alaninin sterilizasyon
asamalar1 tamamlanmis oldu.

Inkiibasyon (yetistirme) odas1; yetistirilecek materyallerin ihtiyacina gére hava,
sicaklik, 151k ve karanligin ayarlanabildigi 6zel tasarlanmig odalardir. Civali Floresan
lambalar (400 w, MBFR/U, Thorn) 30-60 um m? s ! 151k siddetine sahiptirler. Ayrica
yetistirme odasinda sicakligr 25+2 °C sicaklikta sabit tutmayi saglayan bir sicaklik
kontrol iinitesi mevcuttur. Yetistirme odasinin fotoperiyot siiresi 8 saat karanliga

karsilik 16 saat aydinlik olacak sekilde ayarlandi (3000-5000 liix).

3.2.1.5. Besi ortamlarimin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Bu ¢alismada, uygulamalarin hepsinde besi yeri olarak kullanilan Murashige ve
Skoog (Murashige ve Skoog, 1962-MS) temel kiiltiir ortaminin stok ¢ozeltiler
kullanilarak hazirlanmast ve bitki biliylime diizenleyicilerinin oranlarin1  gdsteren

tablolar verilmistir (Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.).



Cizelge 3.1. MS besin kiiltiiriinde kullanilan stok ¢ozeltiler ve miktarlar
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MS Ana Cozelti (Makro Elementler)

NHsNOs 1659

KNOs; 19.0¢

CaCl,.2H,0 449

MgSQO4.7H.0 3.7¢

KHzPO,4 1.7¢g

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir.
MS Ana Cozeltisi (Mikro Elementler-1)

H3BO3 620 mg

MnS0O4.4H,0 1690 mg

ZnS04.7H,0 860 mg

Kl 83 mg

Na:Mo00,.2H,0 25 mg

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir
MS Ana Cozeltisi (Mikro Elementler-2)

CuS04.5H0 25 mg

CoCl,.6H,0 25mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir

Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi

Kompleks Kelator Ana Cozeltisi

Nikotinik asit 50 mg

Glisin 200 mg

Pridoksin HCI 50 mg

Tiamin HCI 10 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir

FeS04.7H.0 3.725¢
Na,EDTA 2.785¢
Distile su 1000 ml’ye tamamlanir

B1 Vitamini Ana Cézeltisi (10°°)

Tiamin HCI 100 mg
Distile su 100 ml’ye tamamlanir

Cizelge 3.2. Besi ortamina eklenen BBD’lerin oranlari ve hazirlanisi

BAP Ana Cozeltisi (107°) Kinetin Ana Cozeltisi (10°)
6-Benzilaminopurin 100 mg Kinetin(6furfuroaminopurin) 100 mg
1IN HCI 3-5cc Distile su ile 100ml’ye tamamlanir
Distile su 100ml’ye tamamlanir

NAA Ana Cozeltisi (10) IAA Ana Cozeltisi (10°%)
a-Naftalen asetik asit (NAA) 100 mg Indolasetikasit (IAA) 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 3-5cc % 95 lik Etil Alkol 5-10 cc

Distile su 100m!’ye tamamlanir

Distile su 100m!’ye tamamlanir
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3.2.1.6. MS (Murashige ve Skoog) besi ortaminin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan MS besi ortami igin Oncelikle 1 litrelik erlenmayer
kullanilarak, igerisine 250 ml sterilizasyonu yapilmis saf su eklendi. Bu sayede karisima
katilacak olan maddelerin daha kolay bir sekilde ¢oziilmesi saglandi. Daha sonra
asagida belirtilen tablodaki mevcut stok cozeltiler sirasiyla (sakkaroz, ana soliisyon,
MS-1, MS-2, kompleks kelator, vitamin karigimi, B1 vitamini) erlenmayer igerisindeki
saf suya dahil edildi (Cizelge 3.3.). Karisima dahil edilen her bir madde i¢in ¢ozelti
daha iyi karisabilsin diye bir miiddet ¢alkalandi. Son olarak arastirilacak olan bitki
materyallerine uygun bitki biiylime diizenleyicilerinin eklenmesi sagland1 (Sekil 3.2.).

Agar (5.6 g) ilavesinden Once, ¢6zeltinin tamami 1 litre olacak sekilde distile su
eklendi. Besi ortaminin pH’st tampon c¢ozeltiler sayesinde 5.7 olacak sekilde
ayarlanarak, 121 °C 1 atmosfer basing altinda 25 dakika boyunca otoklav’da
sterilizasyon islemi gerceklestirildi. Daha 6nce sterilizasyonu yapilmis olan Magenta
GA-7 kaplarindan yeteri miktarda alinarak, laminar akimli hava kabinlerinde,
sterilizasyonu yapilmis besi kiiltiirii her bir kaba ortalama 55 ml olacak sekilde aktarildu.
Magenta GA-7 kaplarindaki besi ortaminin laminar akimli hava kabinlerinde steril bir

sekilde katilasmas1 beklendi.

Cizelge 3.3. Besi ortaminin standart i¢erigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Sakkaroz 30¢

MS Ana Cozeltisi (Makro Elementler) 100 ml

MS Mikro Elementler-1 10 ml

MS Mikro Elementler-2 1ml

Kompleks Kelator 10 ml

Vitamin Karisimi 1ml

B1 Vitamini Ana Cozeltisi 1mil

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir
Agar 560

3.3. Deneysel Calismalarin Baslatilmasi

Ajuga xylorrhiza Kit Tan’nin olgun tohumlarimin oncelikle in vitro olarak
cimlendirilmesi saglandi. Bunun i¢in olgun tohumlar musluk suyunda iyice yikandiktan
sonra 30 saniye boyunca %70’lik alkolde bekletilerek on sterlizasyona tabi tutuldu.
Daha sonra tohumlar % 5’lik NaOCI soliisyonunda 15 dakika bekletildi ve ¢ikarilarak 5
dakika siireyle 5 tekrar olmak iizere distile su ile c¢alkalanarak iizerindeki NaOCI
kalintilarindan arindirilarak sterilizasyon islemi tamamlandi. Tohumlarin ¢imlenmesi ve

bliylimesi i¢gin MS besi ortami 30 g/L. sakkaroz, 5.6 gr agar ile desteklendi. Agar
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ilavesinden once besi ortaminin pH’s1t 5.7 olacak sekilde ayarlanarak 1 atmosfer
basingta 121 °C de 25 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon islemi gerceklestirildi.
Steril tohumlar testas1 catlatilmis olarak, 1/4 hormonsuz MS besi ortamini igeren
Magenta GA-7 kaplarinda kiiltiire alinarak, biiyiime odasinda (biliylime odasinin
sicakligt 25+2 OC, 151k periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik; 3000-5000 lLiix)

cimlenmeye birakildi.

3.4. Mikrocogaltma Calismalar:

In vitro ortamda ¢imlendirilen Ajuga xylorrhiza Kit Tan’in olgun tohumlari,
mikrocogaltma c¢aligmalarinda baslangi¢c materyali olarak kullanilmak amaciyla 30 g/L
sakkaroz ve 5.6 g agar ile desteklenmis MS besi ortaminda yeni siirgiinler elde
edebilmek adina kiiltiire alind1 (Sekil 3.3). In vitro ortamda yetistirilen siirgiinlerin
mikrogogaltimina oksinlerin (IAA-indol asetik asit ve NAA- naftalen asetik asit) ve bir

sitokinin olan kinetin’in etkisi kontrol grubu ile birlikte arastirildi.

Sekil 3.2. Kiiltiir besi ortamlarinin hazirlanmasi Sekil 3.3. Ajuga xylorrhiza Kit Tan tohumlarinin
¢imlendirilmesi

3.4.1. Siirgiin cogaltimu iizerine sitokinin ve oksinlerin kombine etkisi

In vitro ortamda elde edilen siirgiinler steril kabinde inkiibe edilmeden dénce MS
besi ortami, 30 g/L sakkaroz ve besi ortaminin katilagmasi i¢in daha 6nce belirlenen 5.6
g/L oraminda agar ile desteklenerek steril bir sekilde hazirland1. inkiibasyon odasinda,
sterilizasyonu gergeklestirilen kurutma kagitlari, pens, bistiiri ve Magenta GA-7 kiiltiir

kaplar1 hazir bulunduruldu. In vitro siirgiinler temizlendi, siirgiin basina 2-4 ya da daha
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fazla yaprak igeren, ortalama 1-2 cm boyundaki saglikli siirgiinler ayiklandi daha sonra
asagidaki hormon kombinasyonlarini igeren magenta kiiltiir kaplarina uygun sartlar ve
steril ortamda aktarildi (Sekil 3.4).

-

Sekil 3.4. In vitro ortama aktarilan siirgiinlerin ¢ogaltimi

Mikrogogaltim ve koklendirme asamalarinda kullanilan kombinasyonlar asagida
belirtilmistir.
e Kontrol grubu 0.125 — 0.25 — 0.5 — 1.0 mgL* Kin (Kinetin)
e 1. Grup: (0.1 1AA-0.2 IAA-0.51AA /0.1 NAA-0.2 NAA-0.5 NAA) + 0.125 Kin
mgL*
e 2. Grup: (0.1 IAA-0.2 IAA-0.5 IAA /0.1 NAA-0.2 NAA-0.5 NAA) + 0.25 Kin
mgL*
e 3. Grup: (0.1 IAA-0.2 IAA-0.5 IAA / 0.1 NAA-0.2 NAA-0.5 NAA) + 0.5 Kin
mgL*
e 4. Grup: (0.1 IAA-0.2 IAA-0.5 IAA /0.1 NAA-0.2 NAA-0.5 NAA) + 1.0 Kin
mgL*

Besi ortamina aktarilmis siirglinler biiyiime odasina (biiylime odasinin sicakligi
2542 °C, 151k periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik; 3000-5000 liix) gelismesi igin
birakild1 (Sekil 3.5.). Yaklasik olarak 28-30 giinliik kiiltiir siiresi ardindan elde edilen

sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.5. Ajuga xylorrhiza Kit Tan siirgiinlerinin in vitro ortamda biiyiime
odasinda gelismeye birakilmasi

3.5. Koklendirme Calismalari

Alt kiiltiirlerden alinmig olan siirgiinlerin, in vitro kiiltiir ortaminda TAA (0,25 -
0,5-1,0-1,5) ve NAA’nin (0,25 - 0,5 - 1,0 - 1,5) farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak
bir kontrol grubu ile birlikte kok olusturma kapasitesi degerlendirildi. Daha 6ncesinde
de belirtildigi gibi alt kiiltiirlerden elde edilen en az 1-2 cm boyunda ya da daha uzun
olabilecek ancak saglikli siirgiinler steril bir ortamda tek tek besi ortami ve agar jelinden
arindirildi. Daha sonra IAA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlarini igeren ve 30 g/L
sakkaroz ve 5.6 g agar ile takviye edilen 1/1 MS besi ortami, Magenta GA-7 kaplarina
taksim edilip steril ortamda katilastirildi. Hazirlanan besi ortamlarina kontrol
(hormonsuz) da dahil olmak tizere siirglinler tek tek aktarildi. Besi ortamina aktarilan
yeni siirglinler bliylime odasinada gelismeye birakildi ve haftalik gozlemler yapildi.

Dort hafta sonunda alinan veriler istatistiksel analizlerle degerlendirildi.

3.6. Topraga Adaptasyon

In vitro kosullarda yetistirilen siirglinler yaklasik dort haftalik kiiltiir siiresi
sonunda, kiiltiir kaplarindan ¢ikarilarak degerlendirmeye tabi tutuldu. Siirgiinlerin
arasindan siirgiin boyu, siirgiin sayis1 ve 6zellikle koklenme agisindan saglikli olanlar
secildi. Segilen siirgiinler musluk suyu altinda 5-10 dk boyunca dikkatli bir sekilde
yikanarak jeloziinden arindirild1 ve perlit-torf karisimi (1:2) saksilara aktarildi. Her bir
siirgline can suyu verildikten sonra, saksilarin {izeri seffaf bir poset ile kapatildi. Ayrica

posetlerin ilizerinden kiirdan vasitasiyla bitkilerin hava almasin1 kolaylastiracak delikler
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acildi. Yapilan islemler ardindan saksilar biiylime odasinda gelismeye birakildi (Sekil
3.6.).

Sekil 3.6. Saksilara aktarilmis Ajuga xylorrhiza Kin Tan fidelerinin bityiime odasinda gelismeye
birakilmasi

3.7. Istatistiksel Analiz

Yaklasik olarak 28-30 giinliik kiiltiir siiresi ardindan 6rneklerden elde edilen
verilerin analizi SPSS 20.0 (veri analiz programi) kullanilarak degerlendirildi. Istatistiki
verilerin karsilagtirilmalarinda, farkliliklarin 6nem derecesini ortaya koymak igin
O.W.A (One Way Anova) tek yonlii varyans analizinin, Duncan ¢oklu karsilastirma
testi uygulandi. Elde edilen alt kiiltiirler, farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlari
kullanilarak her bir kiiltiir kab1 en az 3 en fazla 5 eksplant kullanilarak, 3-5 kiltiir
ortamina inkiibasyonu saglandi. Ornek materyallerden her bir parametre icin ortalama
n=12-15 siirgiin olmak kaydiyla (siirgiin boyu, siirgiin sayisi, kok boyu, kok sayisi)

alian veriler ve sonugclar istatistiksel olarak SPSS 20.0 programinda degerlendirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1.Arastirma Bulgular
4.1.1. Siirgiin ¢ogaltimu iizerine 0.125 mgL! kin + oksinlerin etKkisi

Ajuga xylorrhiza Kit Tan’in olgun tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda
elde edilen siirgiinlerin mikrogogaltimi iizerine 0.125 mgL™ Kin ile oksinlerin (IAA-
NAA) farkli konsantrasyonlarmin (0.1-0.2-0.5 mgL™?) etkisi bir kontrol grubu ile

birlikte arastirildi ve elde edilen veriler Cizelge 4.1. de sunuldu.

Cizelge 4.1. In vitro siirgiinlerin mikrogogaltimi iizerine sitokinin (Kin) ve oksin (IAA-NAA)
konsantrasyonlarmin etkisi

i‘;riuil Siirgiin sayis1 Kok boyu £ Kok sayis1 +

BBD Konsantrasyon Ortglama + Ortalama Ortalama Ortalama

(mgL™) Standart Standart Standart Standart

Sapma* Sapma* Sapma* Sapma*

Kontrol 0.125 Kin 2.03£0.15° 3.58+0.65¢ -

Kinetin+ 0.125 Kin+ 0.1 IAA 2.95+0.132 10.91+0.792 2.83+0.442 2.00+0.57°¢
1AA 0.125 Kin+ 0.2 IAA 2.96+0.072 8.07+1.04° 1.83+0.332P 2.33+0.88¢
0.125 Kin+ 0.5 IAA 2.76+0.122 5.16+0.47¢d 2.54+0.222 21.58+5.56°
Kinetin+ 0.125 Kin+ 0.1 NAA 2.71+0.122 7.00+0.670¢ 1.25+0.43° 1.75+0.47°¢
NAA 0.125 Kin+ 0.2 NAA 2.74+0.162 7.16+0.73b¢ 2.07+0.282 26.90+5.4820
0.125 Kin+ 0.5 NAA 2.10+0.10° 5.00+0.49¢d 2.45+0.262 40.00+0.002

* Ayni siitunda farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05).
*Rakamlar 4 haftalik kiiltlir periyodu sonunda 15 materyalin ortalamasini gostermektedir.

Dort  haftalik  kiiltiir periyodu sonunda, test edilen Kin ve oksin
parametrelerinde, siirgiin boyu bakimindan sonuglarin kontrol grubundan farkli oldugu
(0.125 mgL* Kin+ 0.5 mgL! NAA kombinasyonu hari¢) ve bu farkliligin istatistiki
acidan da anlamli oldugu goriildii. Genel olarak besi ortaminda kullanilan oksin ¢esitleri
icerisinde IAA konsantrasyonlarinin NAA konsantrasyonlarindan daha iyi sonug verdigi
belirlendi (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). Test edilen tiim
uygulamalar icerisinde, siirgiin boyu bakimindan en 1yi sonu¢ 2.96 cm ile 0.125 Kin+
0.2 mgL! IAA grubunda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde edildi.

Siirglin  sayis1 bakimindan degerlendirildiginde, yeni siirglin olusumunun
uygulama gruplarina gore degistigi ve test edilen oksin konsantrasyonlarinin kontrol
grubundan genel olarak anlamli farklilik gosterdigi belirlendi. Siirgiin boyunda oldugu
gibi siirglin sayisinda da IAA konsantrasyonlarinin NAA konsantrasyonlarindan daha
iyi sonug verdigi ve bu sonucun Cizelge 4.1. goriildiigii gibi genel agidan da anlamh
oldugu tespit edildi. Test edilen IAA konsantrasyonlar1 kendi aralarinda

degerlendirildiginde, her ii¢ uygulamanin birbirlerinden farkli sonuglar verdigi ve bu
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farkliligin  istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Buna karsin NAA
konsantrasyonlarinin ise, [AA’nin tersine birbirlerine yakin degerler verdigi ve
istatistiksel olarak anlamli farkliliklara sahip olmadig1 gézlendi. Ancak besi ortamina
birakilan oksin konsantrasyonu arttik¢a siirgiin sayisinin azalarak kontrole yakin
sonuglar verdigi (her iki oksin ¢esidinin 0.5 mgL ‘konsantrasyonu) ve bu sonuglarin
istatistiksel olarak da benzer oldugu saptandi. Sonug¢ olarak elde edilen tiim veriler
degerlendirildiginde, siirgiin ¢ogaltimi i¢in besi ortamina 0.125 mgL™? Kin’e ilaveten
mutlaka diisiik konsantrasyonda (0.1 mgL ve 0.2 mgL1) bir oksin birakilmas1 gerektigi
belirlendi. Ayrica tiim uygulama gruplart arasinda en fazla yeni siirgin olusumuna,
eksplant bagma 10.91 adet siirgiin ile 0.125 Kin + 0.1 IAA mgL* besi yerinden elde
edildi.

Kok boyu bakimindan veriler degerlendirildiginde, kontrol grubunda herhangi
bir kok olusumu meydana gelmedigi gozlenmistir (Cizelge 4.1.). Bununla birlikte
kontrol digindaki tiim konsantrasyonlarda kok olustugu, 0.125 Kin + 0.1 mgL™? IAA-
0.125 Kin + 0.5 mgL* IAA- 0.125 Kin + 0.5 mgL* NAA uygulama gruplarmin diger
gruplardan genel anlamda farklilik gosterdigi ve kok uzunlugu bakimindan daha iyi
sonuglar verdigi belirlendi. Ayn1 zamanda 0.125 Kin + 0.2 mgL* IAA ve 0.125 Kin +
0.2 mgL! NAA oksin konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak birbirlerine yakin
sonuclar olusturdugu ve buradan besi ortamina ilave edilen oksin ¢esidinden ziyade
konsantrasyonunun kok boyu i¢in daha 6nemli oldugu sonucuna varildi. Cizelge 4.1.’de
gorildiigi gibi, NAA’ nin kullanildigi besi ortamlarinda, siirgiinlerin kok uzunluklarinda
diizenli bir artisin meydana geldigi, ancak bu durumun IAA uygulamalarinda s6z
konusu olmadigi tespit edildi. Sonug olarak test edilen tiim uygulamalar igerisinde en iyi
kok uzunlugu 2.83 cm ile 0.125 Kin + 0.1 mgL? IAA uygulama grubunda kiiltiire
alinan siirgilinlerden elde edildi.

K6k boyunda oldugu gibi kok sayisi agisindan degerlendirildiginde, ayni sekilde
kontrol grubu disinda tiim uygulama gruplarinda kok olusumu meydana geldigi
gozlendi. 0.1 mgL™* IAA, 0.2 mgL? IAA ve 0.1 mgL* NAA disinda kalan biitiin oksin
konsantrasyonlarinin yiliksek oranlarda kok olusturdugu ve istatistiksel farkliliklar
ortaya koydugu gozlendi. Kiiltiir besi ortaminda kullanilan oksin ¢esitleri
karsilastirildiginda, NAA uygulama gruplarimin konsantrasyonlarinin IAA gruplarina
oranla daha iyi sonuglara yol agtig1 gozlendi. Bununla birlikte her iki oksin ¢esidinde de
konsantrasyon artisi ile birlikte kok gelisiminin de diizenli olarak artti1 tespit edildi.

Sonug olarak, test edilen oksin parametleri arasinda, 0.125 Kin+0.5 mgL' NAA
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uygulama grubunda siirglin basina ortalama 40 adet kok olusturarak en iyi sonucu
verdigi belirlendi (Cizelge 4.1.).

Olusan siirglinlerin morfolojik gelisimlerine bakildiginda, kiiltiire alinan
eksplantlardan genel olarak siirgiin olusumunda saglikli bir gelisim gozlendi. Ancak
olusan siirgiinlerin ¢ogunun taban kisminda kallus olusumu tespit edildi. Bununla
birlikte 0.125 Kin+0.2 mgL?* NAA besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerin

yapraklarinda kismen vitrifikasyon (seffaflagsma) olusumu gorildii.



Sekil 4.2. 0.125 Kin+ 0.1 mgL! IAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler

\ =

Sekil 4.4. 0.125 Kin+0.1 mgL* NAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgtinler

Sekil 4.3. 0.125 Kin+ 0.2 mgL* IAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgtinler

Sekil 4.5. 0.125 Kin+0.5 mgL* NAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgtinler

27
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4.1.2. Siirgiin ¢ogaltim iizerine 0.25 mgL* Kin + oksinlerin etkisi

Ajuga xylorrhiza Kit Tan’in olgun tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda
elde edilen siirgiinlerin mikrogogaltimi iizerine 0.25 mgL™? Kin ile IAA ve NAA nin
farkl1 konsantrasyonlarinin (0.1 - 0.2 - 0.5 mgL™t) etkisi bir kontrol grubu ile birlikte
arastirildi. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.2. de

sunuldu.

Cizelge 4.2. In vitro siirgiinlerin mikrogogaltimi tizerine sitokinin (Kin) ve oksin (IAA-NAA)
konsantrasyonlarinin etkisi

Siirgiin boyu  Siirgiin sayis1 Kok boyu % Kok sayis1 +

BBD Konsantrasyon + Ortalama + Ortalama Ortalama Ortalama
(mgL?) Standart Standart Standart Standart
Sapma* Sapma* Sapma* Sapma*
Kontrol  0.25 Kin 2.25+0.16 8.00+1.19? - -
Kinetin+ 0.25 Kin+ 0.1 IAA 2.27+0.11b¢ 8.25+0.722 - -
IAA° " 0.25Kin+ 0.2 IAA 1.21+0.224 3.25+0.70¢ - -
0.25 Kin+ 0.5 IAA 2.62+0.142 9.00+0.892 - -
Kinetin+ 0.25 Kin+ 0.1 NAA 2.85+0.172 6.66+0.592° 2.00+0.892 2.40+0.50°
NAA  0.25Kin+ 0.2 NAA  2.10+0.13° 7.33+1.022 2.03+0.202 40.00:£0.002
0.25 Kin+ 0.5 NAA 1.60+0.129 4.50+0.51b° 2.35+0.19°2 40.00+0.002

* Ayni siitunda farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05).
*Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini1 gostermektedir.

Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda Cizelge 4.2. de goriildiigii gibi, kiiltiire
almman siirgiinlerin boy uzunlugunun besi ortaminda kullanilan oksin c¢esidi ve
konsantrasyonuna gore degistigi belirlendi. Bununla birlikte test edilen Kin ve oksin
konsantrasyonlarinda 0.25 Kin+0.2 mgL* IAA ve 0.25 Kin+0.5 mgL* NAA uygulama
gruplar1 hari¢ kontrol grubu da dahil olmak {izere siirgiin boyu bakimindan biitiin
verilerin birbirlerine yakin oldugu sonucuna varildi. 0.25 Kin+0.2 mgL™* IAA ve 0.25
Kin+0.5 mgL' NAA uygulama gruplarinda ise kiiltiire alinan eksplantlarin siirgiin
boylarmm kontrol grubundan daha kisa oldugu goriildii. Test edilen oksin
konsantrasyonlari igerisinde en iyi sonug 2.85 c¢m siirgiin boyu ile 0.25 Kin+0.1 mgL™!
NAA ile desteklenen besi ortaminda kiiltiire alinan ekspantlardan elde edildi.

Stirglin  sayist bakimindan degerlendirildiginde, yeni siirgiin olusumunun
uygulama gruplarina gore degistigi ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda genel
olarak anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi (Cizelge 4.2.). Yaptigimiz calisma
sonucunda siirgiin boyunda oldugu gibi, siirgiin sayisinda da IAA konsantrasyonlarinin

NAA konsantrasyonlarindan daha iyi sonug¢ verdigi ancak bu sonucun Cizelge 4.2.’de
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goriildiigl gibi kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki agidan anlamli olmadig:
goriildii. Uygulama gruplari arasinda en fazla yeni siirgiin olusumu eksplant bagina 9.00
adet siirgiin ile 0.25 Kin+ 0.5 mgL™* IAA besi ortamindan elde edilirken en diisiik
siirgiin olusumu da eksplant basina 3.25 adet siirgiin ile 0.25 Kin+ 0.2 mgL* IAA besi
ortamindan elde edildi (Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9. ve Sekil 4.10).

Kok boyu ve kok sayist bakimindan uygulama gruplart degerlendirildiginde,
kontrol grubu ve 0.25 Kin + IAA (0.1-0.2-0.5) mgL™? konsantrasyonlarinda kiiltiire
alinan eksplantlarda, kok olusumu meydana gelmedigi gozlendi. Bununla birlikte, NAA
iceren tiim konsantrasyonlarda siirgiinlerde kok olusumu meydana geldigi ve kok boyu
agisindan istatistiki anlamda en iyi sonuglar 0.25 Kin+0.5 mgL* NAA (2.35 cm) besi
ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edildi. Ayrica test edilen oksin
konsantrasyonlar igerisinde kok sayis1 bakimidan 0.25 Kin+0.5 NAA mgL? ve 0.25
Kin+0.2 mgL' NAA uygulama gruplarinda siirgiin basina ortalama 40 adet kok

olusumu ile en iyi sonuglar1 verdigi tespit edildi.
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Sekil 4.6. 0.25 mgL* Kin (kontrol) uygulamasinda
4 hafta sonunda gelisen siirgiinler
»

- ey _,__.'- "‘;:;,”-_ =

L |

1

Sekil 4.7. 0.25 kin+0.1 mgL* IAA besi Sekil 4.8. 0.25 kin+0.1 mgL? NAA besi

ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler

- —

. =
‘FM R =

Sekil 4.9. 0.25 Kin+0.5 mgL™* IAA besi Sekil 4.10. 0.25 Kin+0.5 mgL* NAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler
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4.1.3. Siirgiin ¢ogaltimn iizerine 0.5 mgL* Kin + oksinlerin etkisi

Ajuga xylorrhiza Kit Tan’in olgun tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda
elde edilen siirgiinlerin mikrogogaltimu iizerine 0.5 mgL* Kin ile oksinlerin (IAA-NAA)
farkl1 konsantrasyonlarinin (0.1 - 0.2 - 0.5 mgL™t) etkisi bir kontrol grubu ile birlikte
arastirildi. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.3. de

sunuldu.

Cizelge 4.3. In vitro siirglinlerin mikrogogaltimi {izerine sitokinin (Kin) ve oksin (IAA-NAA)
konsantrasyonlarinin etkisi.

Siirgiin boyu £ Siirgiin sayis1 Kok boyuz= Kok sayis1 +

BED Konsantrasyon Ortalama + Ortalama Ortalama Ortalama

(mgL™) Standart Standart Standart Standart

Sapma* Sapma* Sapma* Sapma*
Kontrol 0.5 Kin 3.10+0.172 4.66+0.452 - -
Kinetin+ 0.5 Kin+ 0.1 IAA 1.9740.13¢ 3.53+0.35P¢d - -
1AA 0.5 Kin+ 0.2 IAA 1.8340.11° 2.86+0.25% > -
0.5 Kin+ 0.5 IAA 2.9240.232 3.73+0.3530¢d > -

Kinetin+ 0.5 Kin+ 0.1 NAA 2.58+0.17% 4.13+0.33% - -
NAA 0.5 Kin+ 0.2 NAA 2.1040.26" 3.93+0.41%¢ - -
0.5 Kin+ 0.5 NAA 2.67+0.152 2.80+0.29¢ - -

*Ayni siitunda farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik nemlidir (p<0.05)
*Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 15 materyalin ortalamasini gostermektedir

Dort haftalik kiltiir periyodu sonunda, test edilen Kin ve oksin gesitleri
konsantrasyonlarinin siirgiin boyu iizerindeki etkisi incelendiginde, verilerin uygulama
gruplarina gore degiskenlik gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.3.). Test edilen uygulama
gruplarindan 0.5 Kin+0.1 mgL™? IAA ve 0.5 Kin+ 0.2 mgL™ IAA ile desteklenmis besi
ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarin siirglin boyunun, diger uygulamalara oranla
diisiik seviyelerde seyrettigi gozlendi. Genel olarak, siirgiinleri boy uzunlugu igin NAA
konsantrasyonlarinin IAA konsantrasyonlarindan daha iyi sonug¢ verdigi, ancak bu
sonucun Cizelge 4.3.’te goriildiigii tizere kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiki
agidan anlamli olmadig1 belirlendi. Test edilen tiim uygulamalar i¢erisinde, siirgiin boyu
bakimindan en iyi sonug¢ 3.10 cm ile 0.5 mgL? Kin besi ortaminda (kontrol grubu)
kiiltiire alinan siirgiinlerden elde edildigi gozlendi.

Stirglin  sayist bakimindan degerlendirildiginde, yeni siirgiin olusumunun
uygulama gruplarina gore degistigi ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bazi
uygulama gruplar hari¢ (0.1 mgL™* IAA, 0.2 mgL* IAA, 0.5 mgL* NAA) anlamli bir
farklilik olmadigi ve kontrol grubundan daha diisiik sayida oldugu belirlendi. Genel
olarak siirgiin sayisinda da NAA konsantrasyonlarinin [AA konsantrasyonlarindan daha

iyl sonug¢ verdigi ancak bu sonucun Cizelge 4.3.’te goriildiigii gibi kontrol grubu ile



32

karsilagtirildiginda daha diisiik sayida oldugu goriildii. En iyi siirglin olusumu eksplant
basina 4.66 adet siirgiin ile kontrol grubu olan 0.5 mgL? Kin ve eksplant basina 4.13
siirgiin ile 0.5 Kin+0.1 mgL?* NAA besi ortamlarindan elde edildi. Oysa en diisiik
siirgiin olusumu da eksplant bagina 2.80 adet siirgiin ile 0.5 Kin+ 0.5 mgL* NAA besi
ortamindan elde edildi (Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14. ve Sekil 4.15).
Sonu¢ olarak uygulama gruplar1 arasinda en fazla yeni siirgiin olusumu kontrol
grubundan elde edildi.

Bununla birlikte siirgiin ¢ogaltimi i¢in test edilen uygulamalar kok boyu ve kok
sayist bakimindan degerlendirildiginde, kontrol grubu da dahil olmak {izere IAA ve

NAA konsantrasyonlarinin hi¢ birinde kok olusumu meydana gelmedigi gézlenmistir.



Sekil 4.11. 0.5 mgL* Kin (kontrol) besi ortaminda

4 hafta sonunda gelisen s

Sekil 4.12. 0.5 Kin+ 0.1 mgL* IAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler

Sekil 4.14. 0.5 Kin+ 0.5 mgL* IAA besi
ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler

irgiinler

-

:
——

Sekil 4.13. 0.5 Kin+ 0.1 mgL* NAA besi
Ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler

Sekil 4.15. 0.5 Kin+ 0.5 mgL™* NAA besi
Ortaminda 4 hafta sonunda geligen siirgiinler

33
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4.1.4. Siirgiin ¢ogaltim iizerine 1.0 mgL* Kin + oksinlerin etkisi

Ajuga xylorrhiza Kit Tan’in olgun tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda
elde edilen siirgiinlerin mikrogogaltim iizerine 1.0 mgL! Kin ile oksinlerin (IAA-NAA)
farkl1 konsantrasyonlarinin (0.1 - 0.2 - 0.5 mgL™t) etkisi bir kontrol grubu ile birlikte
arastirildi. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.4. de

sunuldu.

Cizelge 4.4. In vitro siirgiinlerin mikrogogaltimi tizerine sitokinin (Kin) ve oksin (IAA-NAA)
konsantrasyonlarinin etkisi.

Siirgiin boyu =  Siirgiin sayis1 Kok boyu + Kok sayis1 +

BED Konsantrasyon Ortalama + Ortalama Ortalama Ortalama

(mgL™) Standart Standart Standart Standart

Sapma* Sapma* Sapma* Sapma*
Kontrol 1.0 Kin 2.63+0.1582 5.66+0.342 - -
Kinetin+ 1.0 Kin+ 0.1 IAA 1.91+0.15b% 7.13+1.152 - -

IAA 1 0Kin+ 0.2 IAA 1,930,210 5,130,922 2.20+0.00 4.00+0.00
1.0 Kin+ 0.5 IAA 1.62+0.15% 4.66+0.762° - -
Kinetin+ 1.0 Kin+ 0.1 NAA 2.15+0.14P 5.66+0.752 - -
NAA 1 0Kin+ 0.2 NAA 1.34+0.17¢ 2.93+0.65 - -

1.0 Kin+ 0.5 NAA 1.90+0.08% 6.73+0.712 1.36+0.73 9.50+4.51

* Ayni stitunda farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05)
*Rakamlari 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 15 materyalin ortalamasini gostermektedir

Dort  haftalik  kiiltiir  periyodu sonunda, test edilen Kin ve oksin
konsantrasyonlarinin, kontrol grubuna oranla siirgiin boyu bakimindan daha diisiik
frekanslarda sonugclar sergiledigi gozlendi. Kontrol grubundan alinan sonuglarin diger
uygulama gruplarindan farkli oldugu ve istatistiki acidan da bu farkliligin anlaml
oldugu belirlendi. Test edilen tiim uygulamalar igerisinde, en iyi sonug¢ 2.63 c¢cm ile
kontrol (1.0 mgL™? Kin) grubunda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edildigi, kontrol
grubu harig siirgiin boyu bakimindan en iyi sonug ise 2.15 cm ile 1.0 Kin+0.1 mgL™
NAA kiltir ortamina alman siirgiinlerden elde edildigi belirlendi. Siirgiin boyu
bakimindan en diisiik deger ise 1.34 cm ile 1.0 Kin+0.2 mgL™ NAA besi ortaminda
kiiltiire alinan eksplantlardan elde edildi. Yaptigimiz ¢alismadaki tiim uygulamalar g6z
oniinde bulunduruldugunda, siirgiin boyu agisindan en iyi sonu¢ kontrol grubunda
kiiltiire alinmis eksplantlardan elde edildi.

Stirgiin sayis1 bakimindan degerlendirildiginde ise, genel anlamda tiim uygulama
gruplarinda yeni siirglin olusumunun meydana geldigi ancak siirgiin sayisinin uygulama
gruplarina gore degistigi belirlendi. Test edilen oksin konsantrasyonlar: kontrol grubu
ile karsilastirildiginda (1.0 Kin+ 0.2 mgL' NAA harig) istatistiki bakimindan anlamli
farkliliklarin olmadig1 belirlendi (Cizelge 4.4.). Siirgiin sayis1 bakimindan oksin
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cesitleri karsilastirildiginda, IAA konsantrasyonlarinin NAA konsantrasyonlarindan
daha iyi sonu¢ verdigi goriildii. Uygulama gruplar arasinda en fazla yeni siirgiin
olusumu, eksplant basina 7.13 adet siirgiin ile 1.0 Kin+ 0.1 mgL*IAA besi ortaminda
kiiltiire alinan siirgtinlerden elde edildi (Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18., Sekil 4.19.
ve Sekil 4.20). Test edilen oksin konsantrasyonlari i¢erisinde en az siirgiin olusumu ise,
eksplant bagina 2.93 adet siirgiin sayis1 ile 1.0 Kin+ 0.2 mgL™* NAA besi ortaminda
kiiltiire alinan eksplantlardan elde edildigi ve sonucun istatistiki bakimdan da diger tim
uygulama gruplarindan anlamli farklilik gosterdigi saptandi. Sonug olarak elde edilen
tiim veriler degerlendirildiginde, siirgiin ¢ogaltimi i¢in besi ortamma 1.0 mgL™* Kin’e
ilaveten mutlaka diisiik konsantrasyonda (0.1 mgL™) IAA veya yiiksek konsantrasyonda
(0.5 mgL') NAA birakilmasi gerektigi kanaatine varild.

Kok boyu ve kok sayist bakimindan uygulama gruplart degerlendirildiginde
kontrol grubu da dahil olmak iizere kiiltiire alinan eksplantlardan 1.0 Kin+ 0.2 mgL™*
IAA ve 1.0 Kin+ 0.5 mgL* NAA uygulama gruplar1 hari¢ higbir uygulama grubunda
kok meydana gelmedigi belirlendi.



Sekil 4.16. 1.0 mgL* Kin (kontrol) besi ortaminda
4 hafta sonunda gelisen siirgiinler

Sekil 4.17. 1.0 Kin+0.1 mgL™® IAA besi ortanunda  Sekil 4.18. 1.0 Kin+0.1 mgL* NAA besi
4 hafta sonunda gelisen siirgiinler ~ortaminda 4 hafta sonunda gelisen stirglinler

Sekil 4.19. 1.0 Kin+0.5 mgL™ IAA besi ortaminda  Sekil 4.20. 1.0 Kin+0.5 mgL"* NAA besi
4 hafta sonunda gelisen siirgiinler Ortaminda 4 hafta sonunda gelisen siirgiinler
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4.1.5. Siirgiinlerin koklendirilmesine farkh oksin konsantrasyonlarin etkisi

Ajuga xylorhhiza Kit Tan’in olgun tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda
elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi {izerine oksinlerin (IAA-NAA) farkli
konsantrasyonlarinin (0,25 — 0,5 — 1,0 — 1,5 mgL™?) etkisi bir kontrol grubu ile birlikte
arastirildi. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.5. de

sunuldu.

Cizelge 4.5. In vitro siirgiinlerin koklendirilmesi tizerine oksin (IAA-NAA) konsantrasyonlarinin etkisi

BBD Konsantrasyon Kok boyu + Ortalama Kok sayisi £ Ortalama
(mgL™) Standart Hata* Standart Hata*
Kontrol 0.0 mgL™! - -

0.25 mgL™? - -

IAA 0.5 mgL™? 0.45+0.252 3.00+1.00°
1.0 mgL! 1.20+0.482 4.71+0.74°
1.5 mgL™* 0.92+0.122 6.55+1.36°
0.25 mgL™* 1.10+0.162 24.25+4.27°

NAA 0.5 mgL™? 1.36+0.342 13.10+2.812
1.0 mgL* 1.14+0.212 20.66+4.612
1.5 mgL™* 1.51+£0.262 26.50+3.502

*Aymi slitunda farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik dnemlidir (p<0.05)
*Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini gostermektedir

Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda, Cizelge 4.5.te goriildiigii gibi kontrol
grubu ve 0.25 mgL! IAA uygulama grubunda kiiltiire alinan eksplantlarda kok olusumu
meydana gelmedigi, diger uygulama gruplarinda ise konsantrasyona bagli olarak
farkliliklar gostermekle birlikte kok olustugu gozlendi. Bununla birlikte kok boyu
bakimindan uygulama gruplar1 arasinda istatistiki agidan onemli farklilik goriilmedi.
Ancak kullanilan oksin g¢esitleri icerisinde NAA konsantrasyonlarmin [AA
konsantrasyonlarindan daha 1iyi sonu¢ verdigi saptandi. Test edilen oksin
konsantrasyonlar1 arasindan, kok boyu bakimindan en iyi sonuglarin 1.5 mgL? NAA
besi ortaminda kiiltiire alinan (1,51 cm) eksplantlarda meydana geldigi belirlendi.

Kok  sayist  bakimindan  oksin  gesitleri  karsilagtinnldiginda NAA
konsantrasyonlarinin TAA konsantrasyonlarindan daha fazla kék olusumunu tesvik
ettigi ve bunun istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (Cizelge 4.5.). Genel olarak
NAA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda yiliksek oranda kok olusumu
elde edildi. Test edilen oksin konsantrasyonlar1 igerisinde kok sayisi bakimindan en iyi

sonug siirgiin basina ortalama 26,50 adet kok ile 1,5 mgLt NAA ve 24. 25 adet kok ile
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0.25 mgL™* NAA ile desteklenmis besi ortamlarnda kiiltiire alinan eksplantlardan elde
edildi. Bununla birlikte morfolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu da dahil
olmak iizere tiim uygulama gruplarinda kiiltiire alinan eksplantlarin yeni siirgiinler
olusturdugu ve saglikli bir sekilde gelisimine devam ettigi gozlendi (Sekil 4.21., Sekil
4.22., Sekil 4.23., Sekil 4.24., Sekil 4.25. ve Sekil 4.26).

B

Sekil 4.21. Kontrol grubu (hormonsuz) Sekil 4.22. 0.5 mgL? NAA eklenmis besi
uygulamasi ortaminda siirgiinlerin genel goriiniimi

Sekil 4.23. 0.25 mgL! IAA eklenmis besi Sekil 4.24. 0.25 mgL? NAA eklenmis besi
ortaminda siirgiinlerin genel goriiniimi ortaminda siirgiinlerin genel goriiniimi
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& =R
Sekil 4.25. 1.0 mgLIAA eklenmis besi
ortaminda siirgiinlerin genel gdriiniimii

Sekil 4.26. 1.5 mgL™ NAA eklenmis besi
ortaminda siirgiinlerin genel goriiniimii

4.1.6. Bitkilerin Topraga Adaptasyonu (Aklimatizasyon)

Bitkilerin dogal kosullara kademeli adaptasyonu amaci ile saksilara aktarilmig
bitkilerin tizerindeki posetler, ikinci glinden itibaren 10 giin boyunca belirli siirelerde
acilmistir. 10 giinliik siirenin sonunda, saksilarin {izerindeki posetler tamamen
cikarilarak biiyiime odasinda yaklasik 14 giin boyunca gelismeye birakilmistir. Fidelerin
bu agamadan sonra hayatta kalmaya devam ettikleri ve yeni siirgiin olusturduklar tespit
edildi. In vitro sartlarda yetistirilen endemik tiirlerin topraga ve dis ortama adaptasyonu
calismamizin en onemli kismi teskil etmektedir. Yapilan uygulamalar sonucunda
koklendirilmis Ajuga bitkilerinin topraga adaptasyonu %100 oraninda basari ile
gerceklestirildi (Sekil 4.27., Sekil 4.28. Sekil 4.29., Sekil 4.30.,).
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L‘ O ¥
Sekil 4.27. In vitro kiiltiir ortaminda Sekil 4.28. Koklendirilmis siirgiinlerin
koklendirilmis siirgiinler saksilara ekilmesi

Sekil 4.30. Koklendirilmis Ajuga bitkilerinin
topraga adaptasyonu (4 ay sonunda) topraga adaptasyonu (1 y1l sonunda)
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4.2. Tartisma

Lamiaceae familyasmin degerli iiyelerinden olan Ajuga cinsi, alternatif tip
alaninda giinlimiizde dahi bircok hastaligin tedavisinde farmasdtik olarak
kullanilmaktadir. ila¢ sanayinde oldugu gibi gida ve kozmetik sanayisinde de oldukga
ragbet gormektedir. Ajuga xylorrhiza Kit Tan yasam alanlar1 belli bir bolgeyle sinirh
nadir hassas bir bitki tiiriidiir. Cermik bolgesinde genis yayilim gosteren tiirlerin genetik
cesitlilikleri yerel endemik tiirlere oranla daha fazladir. Bundan dolayidir ki endemik
tiirler dogal yasam alanlarindaki farklilasmalara oldukca hassas olup; habitatlarinda ki
sartlarin degigsmesi sonucunda daha c¢ok nesli tilkenmekle karsi karsiyadir (Primarck
1993). Ajuga xylorrhiza Diinya iizerinde bilinen tek bir bolgede, Diyarbakir’in Cermik
ilgesinde yetismekte ve nesli titkenme tehlikesi altindadir (Davis, 1988).

In vitro mikrogogaltim teknikleri, endemik veya nesli tehlike altinda olan ve
tiretilmesi zor olan tiirlerde, bitki biyogesitliligini saglama ve devam ettirme acgisindan
Iyi bir alternatiftir (Engelmann 2011). Son yirmi yil i¢erisinde endiistriyel, siis, tibbi ve
tarimsal amagli kullanilan ¢ok sayida bitki tiiri in vitro kosullarda ¢ogaltilmaktadir
(Lema-Ruminska ve Kulus 2014; Rubluo 1997; Civatti ve ark. 2017; Zoghlami ve ark.
2012). Bu teknik sayesinde germplasm bankalar1 kurulmakta ve boylelikle bitkiler kendi
dogal yasam alanlarinda korunabilmektedir (Garcia-Rubio ve Malda-Barrera 2010;
Giusti ve ark. 2002). Yaptigimiz ¢alismada, koruma altina alinan Ajuga xylorrhiza Kit
Tan bitkisinin dogaya kazandirilmasi amaciyla in vitro kosullar altinda mikrogogaltim1
yapilmistir.

In vitro kosullar altinda yapilan siirgiin ¢ogaltimi g¢alismalarinda genellikle
sitokininler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ajuga cinsi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
arastiricilarin bir kismi sitokininlerin tek basma kullaniminin siirgiin ¢ogaltimi igin
yeterli oldugunu bildirmislerdir. Ornegin Jan ve ark. (2014) tibbi 6nemi olan Ajuga
brakteosa Wall ex. Benth’in farkli eksplantlarindan kallus indiiksiyonu ve ¢oklu siirgiin
rejenerasyonu i¢in, hizli ve verimli bir in vitro protokol olusturmuslardir. Arastirmada
¢oklu siirglin olusumu i¢in, farkli yaprak eksplantlarindan elde ettikleri kallusu, farkli
konsantrasyonlarda oksinler (IAA, NAA) ve sitokininler (BAP, Kinetin) ile takviye
edilmis MS besi ortaminda elde ettiklerini ayrica 5.0 mgL™* BAP ile desteklenmis MS
besi ortaminda maksimum siirgiin elde ettiklerini agiklamislardir. Akbas ve ark. (2015),
BAP ve Kinetinin Ajuga vestita BOISS''n mikrogogaltilmas: iizerine etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda, siirgiin olusumu igin en iyi sonucu 0,125 mgL™ Kin iceren

ortamda gdzlemislerdir. Kayani ve ark. (2016) Ajuga bracteosa’nin 0.45-3.6 mgL™* BA
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degerindeki MS besi ortaminda biiyiik oranda siirgiin elde edildigini vurgulamistir.
Yaptigimiz ¢alismada ise besi ortamina birakilan sitokinin grubu hormonlara ilaveten
diisiik oranda oksin kullaniminin siirgiin ¢ogaltiminmi tesvik ettigini ve arastiricilarin
bildirdiginin aksine yalniz sitokininin iceren besi ortamindan (kontrol) daha yiiksek
oranda siirgilin elde edildigini tespit ettik.

Ajuga cinsi ile ilgili yapilan siirgiin ¢ogaltimi ¢aligmalarinda, sitokinin hormon
grubu olarak BA + Oksin kullanilmis ve basarili sonuglar alimmistir. Ornegin Lineberg
ve Wanstreet (1983), Ajuga reptans’in in vitro ¢ogaltimi lizerine yaptiklar1 arastirmada
2.5 mgL! BA ve 0.1 mgL* NAA bulunduran MS besi ortamindan her siirgiin igin 47.6
siirglin meydana geldigini bildirmistir. Yine Kaul ve ark. (2013) tibbi bir bitki olan
Ajuga brakteosa’nin genetik transformasyonu ve korunmasi adina, yaprak, yaprak sapi
ve kok eksplantlarmi IAA (2 mgL?') ve BA (5 mgL?) ile desteklenen MS besi
ortaminda kiiltiire alarak ortalama 41.4 ile %100 siirgiin yenilenmesi saglandigini ve
kiiltiir bagina 8.4 cm'lik stirgiinler elde edildigi sonucuna varmislardir. Sivanesan ve ark.
(2016), yaptiklar1 ¢alismada Ajuga multiflora'nin siirgiin ucu eksplantlarindan gogaltilan
slirglinler tizerinde, bitki biiytime diizenleyicilerinin etkisini incelemislerdir. Maksimum
stirglin sayisin1 (17.1), 8 uM BA (Benziladenin) ve 2.7 uM NAA (Naftalenasetik asit)
ile giiclendirilmis MS (Murashige Skoog) kiiltiir ortaminda elde etmislerdir. Eksplant
basina ortalama siirgiin sayisinin, yar1 kat1 ortama kiyasla sivi ortamda 1.6 kat arttig1
belirtilmistir. Jan ve ark. (2018), Ajuga brakteosa’nin mikrogogaltma protokolii
gelistirmek i¢in yaprak sapt ve internod eksplantlarindan kallus kiiltiirlerini
kullanmiglar. Oksin ve sitokinin igeren farkli konsantrasyondaki MS besi ortaminda
kiiltiire alinan eksplantlardan olusan kalluslarin, farkli BBD iceren MS ortaminda alt
kiiltiirlere alarak slirgiin rejenerasyonu saglamislardir. Petiyol eksplantlarinda
maksimum siirgiin sayisimin 3 mgL* BAP iceren (%80) MS besi ortaminda, internod
eksplantinda ise 2 mgL™* BAP ve 5 mgL? NAA igeren MS besi ortaminda (%100)
saglandigint bildirmislerdir. Bizde yaptigimiz ¢alismada Ajuga xylorrhiza Kit Tan’in
slirglin  ¢ogaltimi1  {izerine sitokinin hormon grubu olarak kinetin + oksin
konsantrasyonlarinin etkisini arastirdik ve 0.125 mgL™* Kin + 0.1 mgL* IAA iceren MS
besi ortaminin en 1yi sonucu verdigini saptadik.

Isikalan ve ark. (2020), Ajuga xylorrhiza Kit Tan bitkisinin in vitro
cogaltilmasinda sitokinin etkisini arastirmiglardir. Bu calismada siirgilinler, c¢esitli
konsantrasyonlarda BAP, TDZ ve Kin ile desteklenen MS bazal ortaminda Kkiiltiire

alinmis ve optimal siirgiin olusumu 0.125 mgL™* BAP (eksplant basina 7.91 siirgiin) ve
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0.25 mgL™ Kin (eksplant basina 4.9 siirgiin) igeren ortamlardan elde edilmistir. Siirgiin
uzunlugu (3.43 ila 3.63 cm) agisindan en iyi sonug ise Kinetin i¢eren besi ortamlarindan
elde edilmistir. Ayni ajuga tiiri ile yaptifimiz ¢alismada tiim uygulama gruplari
arasinda en fazla yeni siirgiin olusumuna, eksplant bagina 10.91 adet siirgiin ile 0.125
mgL* Kin+ 0.1 mgL™ IAA igeren besi ortamindan elde edildi. Siirgiin boyu bakimindan
ise, en iyi sonu¢ 3.10 cm ile 0.5 mgL? Kin igeren besi ortaminda kiiltiire alinan
stirgiinlerden elde edildi. Bu bilgiler 1s18inda koruma altinda bulunan Ajuga xylorrhiza
Kit Tan bitkisinin siirgiin ¢ogaltimi i¢in besi ortamina sitokinin yaninda oksin ilave
edilmesinin olumlu sonug verdigi kanaatine varilabilir.

Sivanesan ve ark (2011), Ajuga multiflora bunge ile ilgili yaptiklar
caligmalarinda, siirglinlerin MS ortamina transferini takip eden 2 hafta i¢inde siirgiin
biiylimesi ve kok baslangici gozlemlendigini rapor etmis ve kok indiiksiyon sikliginin,
slirglin basina ortalama 8.2 adet kok ile % 100 oraninda oldugunu vurgulamiglardir.
Sivanesan ve ark. (2016), Ajuga multiflora'nin siirgiin ucu eksplantlarindan elde ettikleri
stirglinlerin koklendirilmesi ¢alismalarinda, MS bazal ortaminda siirgiin basina ortalama
7.2 adet kok ile azami koklenme (%100) elde ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar
koklendirilmis bitkileri, serada %100 hayatta kalma oraniyla basarili bir sekilde
iklimlendirmislerdir. Jan ve ark. (2018), Ajuga brakteosa’nin mikrogogaltma protokolii
gelistirmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, in vitro ortamda olusan siirgiinleri 2 mgL* 1AA ile
desteklenmis MS besi ortaminda koklendirme isleminin ardindan, dogal yasam
alanlarina repikaj1 i¢in sera ortaminda bir ay kadar bir silire bekletilmis ve basarili bir
sekilde dogaya salindig1 bildirilmistir.

Akbas ve ark. (2019) in vitro kosullar altinda Ajuga vestita Boiss’in siirgiinlerini
0.125 mgL* Kin igeren 1/1 MS besi ortaminda alt kiiltiire alinarak mikrogogaltimlarinin
gerceklestirildigi ve %80 basariyla topraga aktarildigi vurgulanmistir. Isikalan ve ark.
(2020), Ajuga xylorrhiza Kit Tan bitkisinin in vitro c¢ogaltilan siirglinlerinin
koklendirilmesi icin, rejenere siirgiinler 0 (kontrol), 0.5 veya 1.0 mgL™de iki farkh
indol asetik asit (IAA) ve a-naftalenetik asit (NAA) konsantrasyonu igeren 1/4 kuvvetli
MS ortamina aktarmistir. Arastiricilar, siirgiin basma kok sayisi agisindan en iyi
sonuglarm, 0.5 mgL™? TAA (eksplant basina 3.10 kok) ile desteklenen ortamdan elde
edildigini bildirmislerdir. Aynm1 Ajuga tiirii ile ilgili yaptigimiz ¢alismada, in vitro
kosullarda elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in iki farkli oksinin (IAA-NAA)
farkli konsantrasyonlarinin (0.25 — 0.5 — 1.0 — 1.5 mgL!) bulundugu 1/1 MS besi ortam1
kullanildi. Kontrol grubu ve 0.25 mgL'! IAA uygulama grubunda kiiltiire alinan
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eksplantlarda kok olusumu meydana gelmedi. Hem kok boyu hem de kdk sayisi
bakimindan en iyi sonuglar siirgiin basina ortalama 26.50 adet kok ve 1.51 cm ile 1.5
mgL? NAA ile desteklenmis besi ortaminda kiiltiire alman eksplantlardan elde edildi.
Ayrica, kontrol grubu da dahil olmak {izere tiim uygulama gruplarinda kiiltiire alinan
eksplantlarin yeni siirgiinler olusturdugu ve saglikli bir sekilde gelisimine devam ettigi
gozlendi. Koklendirilen fideler, perlit-torf karisimi (1:2) bulunan saksilara aktarilarak

topraga adaptasyonlari basarili (%100) bir sekilde gergeklestirildi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismanin verileri dogrultusunda elde edilen sonuglar ve oOneriler asagida

maddeler halinde siralanmuistir:

1.

In vitro kosullarda elde edilen siirgiinlerin, siirgiin ¢ogaltimi ¢alismalar1 igin
sitokinin ve oksin hormonlarmin farkli kombinasyonlar1 denendi. 0.125 mgL™
Kin uygulamalan igerisinde en fazla yeni siirgiin olusumuna, eksplant basina
10.91 adet siirgiin ile 0.125 Kin+ 0.1 mgL™? IAA hormon grubunu igeren besi
yerinden elde edildi. Test edilen tiim uygulamalar igerisinde siirgiin boyu
bakimindan en iyi sonug¢ 2.96 cm ile 0.125 Kin+ 0.2 mgL™* IAA grubu ve 2.95
cm ile 0.125 Kin+ 0.1 mgL? IAA grubunda kiiltiire alian siirgiinlerden elde
edildi.

0.25 mgL! Kin igin test edilen konsantrasyonlar igerisinde en iyi sonug 2.85 cm
siirgiin boyu ile 0.25 Kin+0.1 mgL? NAA besi ortaminda kiiltiire alinan
ekpantlardan elde edildi. Uygulama gruplari arasinda en fazla yeni siirgiin
olusumuna eksplant basina 9.00 adet siirgiin ile 0.25 Kin+ 0.5 mgL™? IAA besi
ortamindan elde edildi.

0.5 mgL? Kin icgin test edilen tiim uygulamalar igerisinde, siirgiin boyu
bakimindan en iyi sonug¢ 3.10 cm ile 0.5 mgL? Kin besi ortaminda (kontrol
grubu) kiiltiire alinan siirgiinlerden elde edildigi gozlendi. En iyi siirgiin olusumu
eksplant bagina 4.66 adet siirgiin ile kontrol grubu olan 0.5 mgL*? Kin ve
eksplant bagia 4.13 siirgiin ile 0.5 Kin+0.1 mgLt NAA besi ortamlarindan elde
edildi.

1.0 mgL? Kin igin ise, test edilen tiim uygulamalar igerisinde en iyi sonug 2.63
cm siirgiin boyu ile kontrol (1.0 mgL? Kin) grubunda kiiltiire alinan
eksplantlardan elde edildigi, kontrol grubu harig siirgiin boyu bakimindan en iyi
sonug ise 2.15 cm ile 1.0 Kin+0.1 mgL' NAA kiiltir ortamina alinan
siirglinlerden elde edildigi belirlendi. Uygulama gruplar1 arasinda en fazla yeni
siirgiin olusumuna, eksplant bagina 7.13 adet siirgiin ile 1.0 Kin+ 0.1 mgL! IAA
besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde edildi.

Genel olarak, IAA konsantrasyonlarinin NAA konsantrasyonlarindan daha iyi
sonu¢ verdigi ve besi ortaminda sitokinin (kinetin) yaninda diisiik miktarda
oksin kullanimmin siirgiin gogaltimmmi tesvik ettigi (0.5 mgL™? Kin haric)

gorildii.
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6. Koklendirme uygulamalari degerlendirildiginde kontrol grubu ve 0.25 mgL?
IAA test gruplarinda kok olusumuna rastlanmadi. Hem kok boyu hem de kok
sayis1 bakimindan test edilen oksin konsantrasyonlar1 arasindan en iyi sonuglar
1.5 mgL? NAA (1.51 cm ve 26.50 adet kok) besi ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan elde edildi.

7. Koklendirme amaciyla yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilen saglikli fideler torf
— perlit karisimini igeren saksilara ekilerek topraga adaptasyonu (%100)

saglandi.

Sonuglar degerlendirildiginde; literatiir taramasina gore yapilan arastirmalar
icerisinde en yiiksek siirgiin sayisina eksplant basina 10.91 adet siirgiin ile 0.125
Kin+0.1 mgL?! IAA hormon kombinasyonunu igeren MS besi ortamindaki
eksplanlardan elde edilerek tam tesekkiillii bir bitki seklinde topraga adaptasyonlari
basarili bir sekilde saglanmustir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda elde edilen bitkilerin DNA analizi
yapilarak klon olup olmadiginin tespit edilmesi ve neticesinde dogal yasam alanina
aktarilmasinin saglanmasi 6ngoriilmektedir. Boylece koruma altindaki Ajuga xylorrhiza
Kit Tan bitkisinin popiilasyon sayisi arttirilarak genetik cesitliliginin korunmasi ve

stirdiiriilebilirliginin saglanmasi adina katki saglayacag diisiincesindeyiz.
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