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Pistacia lentiscus L.’ta kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ve optimizasyonu igin etkili bir protokol
gelistirmek amaciyla yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda
¢imlendirilmis, sonrasinda elde edilen aksenik apikal siirgiinler 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l GA; igeren MS
besi ortaminda ¢ogaltilmustir. In vitro gogaltilmis kiiltiirlerden gelen aksenik yapraklar ve tohumlarin in
vitro ¢imlendirilmesiyle elde edilen kokler, kallus indiiksiyonu i¢in eksplant kaynagi olarak
kullanmilmustir. Kallus olusumuna, her biri 0.25, 0.5, 1.0 ve 2mg/1 olacak sekilde farkli oksin (IAA, IBA,
NAA ve 2,4-D) ve sitokinin (BAP, Kin, TDZ ve 2IP) kombinasyonlarinin etkisi ile yine her biri 1/1
kuvvette hazirlanan farkli besiyeri tiplerinin (MS, WPM, SH, B5) etkileri test edilmistir. Bunlarin yani
sira kallus kiiltiirlerinin gelisimlerinin optimizasyonlar1 {izerine farkli seker tipi (glukoz ve sukroz) ve
konsantrasyonlari (15, 30, 50 mg/1), farkli pH (4.5, 5, 5.8, 6.5, 7), farkli 151k yogunlugu (20,40,80 pmol/s),
farkli sicaklik (10, 20, 25, 30, 35°C) uygulamalari ile farkli besiyeri tipleri (MS, WPM, SH, B5) ve
konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1 ve 2 mg/l) etkileri test edilmistir. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi
caligmalarinda besiyeri tipi olarak hem kok (%80) hem yaprak (%84) eksplantlar1 i¢in, 1/1 MS besi
ortaminin, farkli BBD tipleri bakimindan hem kok (%80) hem yaprak (%80) eksplantlari i¢in 1mg/l Kin
ve 1 mg/l 2,4-D igeren MS besi ortaminin en iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Kallus kiiltiirlerinin
geligimleri {izerine optimizasyon ¢aligmalarinda ise, farkli besiyeri tiplerinin arastirildigi denemede kok
(%80) ve yaprak (%100) eksplantlarinda 1/1 MS besi ortaminin, farkli seker tip ve konsantrasyonlarinin
arastirildigt denemede, kok ve yaprak eksplantlarinda 15 mg/l sukroz ortaminin, farkli pH uygulamalari
arasinda kok (%96) ve yaprak (%100) eksplantlarinda pH 5.8 ortaminin, farkli 1s1k siddeti uygulamalari
arasinda kok eksplantlar1 i¢in 20 pumol (%100), yaprak eksplantlart igin 80 pmol (%100) 151k
uygulamalarinin, farkli sicaklik uygulamalar1 arasindan ise hem kok (%76) hem yaprak (%100)
eksplantlarinda 25°C sicaklik uygulamasinin en iyi sonuglar1 verdigi tespit edildi.

Ozetle bu ¢aligma, degerli sekonder metabolitlerin P. lentiscus L. kallus kiiltiirleri yoluyla daha
fazla miktarlarda {iretilmesine 151k tutacak, ayni zamanda kallus kiiltiirlerinin baglatilmasi ve
optimizasyonu i¢in rutin olarak kullanilabilecek bir protokol gelistirilmesine olanak saglamistir.

Anahtar Sozciikler: Pistacia lentiscus L., sakiz, kallus kiiltiirleri, optimizasyon.
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To develop an effective protocol for the initiation and optimization of callus cultures in Pistacia lentiscus
L., the surface-sterilized seeds were germinated in an MS medium supplemented with 1 mg/l IBA and
then the axenic apical shoots obtained were propagated in MS medium containing 1 mg/l BAP + 0.5 mg/I
GA;. The roots obtained by in vitro germination of the seeds and the axenic leaves from in vitro
propagated cultures were used as explant source for callus induction. The effect of the combination of
different auxin (IAA, IBA, NAA and 2,4-D) and cytokinin (BAP, Kin, TDZ and 2IP) each one at 0.25,
0.5, 1.0 and 2 mg /I concentrations, respectively were tested. for callus formation. The effects of different
nutrient media types (MS, WPM, SH, B5) prepared in 1/1 strength were also tested. In addition, different
types of sugar (glucose and sucrose) and their different concentrations (15, 30, 50 mg / ), different pHs
(4.5,5,5.8, 6.5, 7), different light intensities (20,40,80 umol/s), and different temperature (10,20,25,30,35
° C) effects were tested for callus development. Besides these experiments, different types of nutrient
media (MS, WPM, SH, B5) prepared in (0.25, 0.5, 1 and 2 mg/l) strength were also tested. In the study of
callus cultures initiation, it was found that the MS medium for both root (80%) and leaf (84%) explants
gave the best results as nutrient medium type. In terms of different types of PGR, again an MS medium
containing 1mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D for both root (80%) and leaf (80%) explants gave the best results.

In the optimization studies on callus cultures development, the highest root and leaf explants in
application results of different sugar types and concentrations from 1/1 MS medium in root (80%) and
leaf (100%) explants in which different food types were searched. The optimal value for root (96%) and
leaf (100%) explants was different from pH 5.8 medium between different pH applications and 20 pumol
(100%) for root explants among different light intensity applications from MS medium containing 15
mg/l sucrose 80% (100%) light applications for explants and the best result for different temperature
applications was obtained from both roots (76%) and leaves (100%) at 25°C temperature.

In the optimization studies on callus cultures development, in experiments investigating the different
media types, the root (80%) and leaf (100%) of explants that 1/1 MS medium, different sugar types and
their different concentrations the root and leaf of explants at 15 mg / | sucrose, different pH applications .
root (96%) and leaf (100%) explants at pH 5.8, different light intensity applications the root (100%) at 20
umol and leaf (100%) at 80 umol, different temperature applications, both root (76%) and leaf (100%)
explants at 25 ° C temperature gave the best results was determined.

In summary, this study allows to develop a protocol that can routinely be used for the initiation
and optimization of callus cultures, which at the same time will shed light on the production of valuable
secondary metabolites by P. lentiscus L. callus cultures
Keywords: Pistacia lentiscus L., mastic, callus cultures, optimization.



ONSOZ

Sakiz agacindan elde edilen recine geleneksel olarak ¢ok sayida hastaligi tedavi etmek
amaciyla tarih boyunca kullanilagelmistir. Giiniimiizde hastaliklarin tedavisinde
farmasotik  ilaglar1  takviye etmek amaciyla veya tamamen dogal ilaglarin
kullanilmasinda artan bir egilim mevcuttur. ilag bilesenlerine olan ihtiyacin artmast,
alternatif olarak kullanilabilecek diger yontemlerin kesfini gerektirmistir. Bu baglamda
hammadde temininde kullanilan geleneksel yontemlere alternatif olarak kullanilabilecek
diger bir yontem ise farklilasmamis hiicrelerden iiretimdir. Kallus kiiltiirleri, sekonder
metabolit Uretiminde ana bitkiye oranla daha yiiksek kapasitede iiretim oOzelligi
gosterebilen alternatif bir yaklasimdir. Bu c¢alismada Pistacia lentiscus L.’un aksenik
juvenil siirgiinlerinden Kallus kiiltiirlerin baslatilmas1 ve optimizasyonuna iliskin bir
protokol ilk defa gelistirilmistir. Tez ¢alismamizda gelistirilen bu protokol, siispansiyon
kiiltiirlerinin baslatilmasinda ve biyoreaktdr sistemleri kullanilarak ihtiya¢ duyulan
hammadde temininde ticari tiretim olanaklarina temel olusturabilir.
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arastirmalarimda ilgi, bilgi ve destegini esirgemeyen danismanim degerli hocam Prof.
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hocam Ogr. Gér. Veysel SUZERER'e ve saym hocam Aras. Gor. Dr. Hilal SURMUS
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1. GIRIS

Sakiz agact (P. lentiscus L.), Anacardiaceac familyasinda yer alan Pistacia
cinsine dahil bir tiirdiir (Stevens, 2008). Sakiz Agaci, Akdeniz havzasi boyunca
ozellikle Iber yarrm adasi, Italya, Fas, Urdiin, Yunanistan ve Tiirkiye’nin bati
kiyilarinda yetisen, genellikle ¢ali formunda ancak 1slah edildikten sonra aga¢ formu da
alabilen, 8-10 m’ye kadar uzayabilen ve yapraklarin1 dokmeyen dioik bir bitkidir (Onay
ve ark., 2016a,b; Akdemir ve ark., 2013; 2015, Kiling ve ark., 2014).Yapraklar tiiysii,
yaprakgiklar ugta, dikensi ve sivridir. Cigekler salkim seklinde toplanmistir. (Kivgak ve
Akay 2004; Anonim 2008a). Sakiz agaci, erkek veya disi agaglarin kalin dallarinin
yaralanmasi yoluyla elde edilen sivi ve renksiz bir regine tiretir (Acar, 1988; Baytop,
1968). Bu yaralama islemi genellikle disi agaclara oranla daha yiiksek verim alinan
erkek agaclarda uygulanir. Mastik sakizi olarak adlandirilan bu aromatik seffaf renkli
regine, diinyada sadece ticari olarak Sakiz Adasi’nda iretilir (Mills ve White, 1977,
Duke, 1983; Mills ve White, 1989; Dalby, 2003; Kiling ve ark., 2014). Bu regine sakiz
agacinin savunma mekanizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Milat’tan 6nceki yillardan
beri birgok lilkede sakiz agaci gbvdesinin reginesi, yapraklari ve meyvelerinden drog
(ilag etkili madde) olarak yararlanilmaktadir. Sakiz recinesi giiniimiizde ilag ve gida
sanayinin de Onemli bir hammaddesidir. Sakiz agaci, ilimli iklimi ve toprak
karakteristigi bakimindan Sakiz Adasi’nin giiney kisminda iyi gelisim gosterir ayni
zamanda adanin diger kisimlarinda da yetigir ancak sakiz tretmez. Sakiz agaci,
Mastichochoria (dogal damla sakizinin yetistirildigi koylere verilen ad) koylerine
yayilmis limonsu balsam kokusuyla bilinir. (Anonim, 2008Db).

[lagc hammaddesi basta olmak iizere kozmetik, gida ve katki maddesi gibi pek ¢ok
endiistri sektoriinde sakiz reginesinin kullanimu ile ilgili olarak kapsamli arastirmalar
yapilmistir. Giiniimiize kadar yapilan bir¢ok farmakolojik ¢aligmada, sakiz agacinin
iceriginde bulunan metabolitlerin ¢ok sayida hastaligin tedavisinde (antifungal,
antibakteriyal, antimikrobiyal, antienflamatuvar, anti-helicobakter pylorii aktivitesi,
antiatherogenik aktivite, antitimor aktivite, yara iyilestirici aktivitesi, karaciger
koruyucu aktivite, antiproliferatif ve proapototik aktivite ve tansiyon diisliriicii ve
antikanser aktivite gibi) kullamldig1 rapor edilmistir (Imtiyaz ve ark., 2013; Huwez ve
ark., 1998; Marone ve ark., 2001; Al-Habbal ve ark. 1984; Al-Said ve ark. 1986; Balan
ve ark., 2007; Assimopoulou ve Papageorgiou, 2005; Kaliora ve ark., 2007a,b;
Andrikopoulos ve ark., 2003 ve Akdemir, 2013). Sakiz reginesinin tedavi edici etkisi ile

ilgili galismalar irdelendiginde, 6zellikle bakteriyal enfeksiyonlar ve gastrointestinal



sistem diizensizliklere karsi koruyucu etkileri de oldugu rapor edilmistir. Bununla
birlikte, son 30 yil icerisinde yapilan calismalara gore ise sakiz reginesinin insanda
kansere neden olan birgok tiimor tipine karsi antiproliferatif 6zellikler gosterdigi tespit
edilmistir. Sakiz reginesi iginde bulunan aktif antikanser 6zellik gosteren bilesenlerin
(masticadienonic asit, 3a-hydroxymasticadienolic asit, 24,25-S-dihydromasticadienonic
asit ve masticadienolic asit) 5 farkli kanser tipini inhibe ettigi rapor edilmistir (Ch’avez
ve ark., 2005; Giaginis ve Theocharis 2011).

Ulkemizde hobi amagli bahgelerde bireysel ihtiyaglarm karsilanmasi haricinde
ticari sakiz reginesi Uretimi yapilmamaktadir. Ticari nitelikteki {retim sadece
Yunanistan’in Sakiz Adasi’nda yapilmakta olup, bu nedenle de smirli miktarlarda
kalmaktadir (Anonim, 2015).

Bitki doku kiiltiirleri yiiksek miktarda, homojen, farklilasmamis hiicrelerin
tiretimine olanak saglayarak c¢ok degerli fitokimyasallari sentezleme potansiyeline
sahiptir. Sekonder metabolitler dogal olarak tarimsal yontemlerle de elde edilebilirler.
Ancak, tarimsal tiretim, pek ¢ok bitki i¢in mevsimsel oldugu gibi, cografi konuma,
iklim ve biiylime kosullarina da baghdir. (Giiven ve Giirsul 2014). Temel olarak doku
kiltiird, bitkiden (yaprak, kok govde vb.) bir parcanin (eksplant), daha 6nceden steril
edilmis, bir kap i¢indeki (petri, erlen vb.) besin ortamina yerlestirilmesi yoluyla kiiltiire
alinmasidir. Kallus kiiltiirti, bitkinin herhangi bir kismindan aseptik sartlarda uygun bir
besi ortaminda, genellikle esit oksin sitokinin kombinasyonlarinda farklilagmamais hiicre
dokusunun olusturulmasidir. Bir baska deyisle Kallus kiiltiirleri kok, gévde, apikal
meristem, kotiledon, yaprak gibi organlardan alinan kii¢iik pargalarin (eksplant), kallus
(bitki yara dokusu) olusturmak i¢in besin ortamlarina ekilmesiyle yapilan yontemdir.
Bazi dokular kiiltiire almak giic olmasina ragmen, kok ve govde iletim dokularmin
yakinindaki dokular kallus olusturma ¢alismalarinda iyi sonuglar vermektedir. Yukarida
da deginildigi {lizere kallus farklilasmamis bitki hiicrelerinden olusan bir hiicre
toplulugudur. Bir bagka degisle kallus, ana bitkiden kesilip ¢ikartilan ve bdoliinme
ozelligini yitirmemis organ ve doku parcalarinin, karbon kaynagi ve bitki biiyiime
diizenleyicileri igceren yar1 kat1 besin ortaminda biiyiitiilmesi sonucu olugan morfolojik
diizensizlige sahip kiitleler olarak tanimlanmaktadir (S6kmen ve Giirel 2001). Kallus
olusumu inkiibasyon siiresine, ortam sicaklifina, fotoperiyoda, bitkinin kallus
olusturabilme yetenegine gore degisir. Elde edilen kalluslardan sekonder metabolit
tiretimi, siispansiyon kiiltiirii, protoplast kiiltiirii ve fiizyonu, mikrogogaltim yapilabilir

(Yagci ve ark. 2008).



Bitki rejenerasyonu, dolayli organogenez, somatik embriyogenez ve hiicre
siispansiyon kiiltiirleri gibi bir¢ok kiiltiir tekniginin baslangi¢c noktasi olarak kallus
kilttirleri kullanilabilir (Aktas ve Cdlgecen 2017). Bitki doku kiiltlirii yontemlerinden
olan kallus kiiltiirleri, bitki biyoteknolojisi ¢alismalarinda yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Bu baglamda, indirekt organogenez, somatik embriyogenez ve hiicre
stispansiyon Kkiiltiirleri ve protoplast kiiltiirlerinde baslangic materyali, fizyolojik ve
sitogenetik ¢aligsmalarda ise deneysel materyal olarak kullanilmaktadir. Bunun yanisira
yine basta somaklonal varyasyon calismalar1 olmak {iizere, yapay tohum olusturma,
mutasyon 1slah1 ve gen transferi calismalarinda, as1 uyusmazliginin kontroliinde,
bitkinin biyotik ve abiyotik stres kosullarina verdigi yanitlarin arastirildigi ve daha ¢ok
sekonder metabolit iretim ¢alismalarinda da kullanilmaktadir (Erdemel ve Aygiin
2016).

Kallus kiiltiirleri yoluyla, ¢ok az miktarda kallus materyalinin yiiksek
miktarlarda iiretilebilmesi miimkiindiir. Ayni zamanda kallus kiltiirleri mevsimlik
kisitlamalar nedeniyle iiretilemeyen, istenilen tiriinlerin yil boyunca iiretimine de imkéan
saglar. Baz1 sekonder metabolitler (6rnegin antosiyanin) organize olmus dokulardan
daha zor elde edilirken, kallus kiiltiirlerinden kolay elde edilir (Sokmen ve Giirel, 2001;
Koo ve ark., 2005; Keskin ve Kunter, 2007; Maharik ve ark., 2009; Cetin ve ark., 2011).
Kallus kiiltiirlerinin en ¢ok tercih edildigi ¢alisma alanlar1 arasinda ikincil bitki tirlinii
tiretimi gelmektedir. Ikincil {iriin iiretiminde kallus kiiltiirii diger in vitro yontemlere
gore daha fazla kullanilmaktadir. Kallus kiiltiirlerinin kullanilmas: ile elde edilecek
hedef bilesigin miktari, ortamda kullanilan biiyliimeyi diizenleyici, uyarict veya oncii
maddeler katkisi ile diizenlenerek artirilabilmektedir (Yagc1 ve ark. 2008). Sekonder
metabolit {retiminde kallus kiiltiirlerinin kullanilmasinin; spesifik dokulara 6zgii
metabolitlerin daha etkin iretimi, tehlike altindaki tirlerde metabolit {retimi
calismalarina imkan saglamasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Ramachandra ve
Ravishankar 2002; Lila 2005).

Kallus kiiltiirleri kullanilarak degisik ikincil bitki iiriinlerinin iiretilebilecegine
iliskin ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Parr 1989; Bouque ve ark. 1998; Ciddi ve Shuler
2000; Keller ve ark. 2000; Luczkiewicz ve ark. 2002; Stella ve Braga 2002;
Luczkiewicz ve Glod 2003). Kallus kiiltiirleri, ikincil metabolitlerin ¢ogaltilmasi ve
ekstraksiyonu amaciyla bitkilerin yaprak, govde, kok ve tohum gibi eksplantlarindan
steril kosullar altinda rutin olarak baslatilabilir. Kallus kiiltiirlerinde hizl1 béliinebilen

hiicre hatlarinin gelistirilmesi, yliksek iiretim yapan hiicre hatlarinin seleksiyonu ve



kiiltiir sartlarinin optimizasyon ¢alismalari, sekonder metabolit {iretimini arttiran
etmenler arasinda sayilabilir (Karuppusamy, 2010). Kallus kiiltiiriiniin baslatildigi doku
parcasinin orijini sekonder metabolitlerin iiretiminde 6nem kazanmaktadir (Sokmen ve
Giirel, 2001). Sekonder metabolit iiretiminde, farkli bitki kisimlarindan gelistirilen
kalluslarin orjinlendigi doku tiirline gore farkli sonuglar verdigi tespit edilmistir
(Maharik ve ark., 2009; Nartop ve ark., 2014, Erkoyuncu ve yorgancilar, 2016).
Calismamizda kullandigimiz bitkisel materyal iilkemizde sadece Ege bolgesinde
dogal bir sekilde yetismektedir. Ozellikle sakizagacigiller (Anacardiace) familyasina ait
tirlerin sahip oldugu tibbi énem goz Oniine alindiginda, bu tiirler ilizerine yapilan
biyokimyasal ¢alismalar, yapi1 aydinlatma calismalar1 ile bu bitkilerin igerdikleri
bilesenlerin biyoteknolojik olarak miktarlarinin ve etkilerinin arastirilmasi {izerine
yapilan ¢alismalar yok denecek kadar az durumdadir. Bu nedenle tez ¢calismamizda, iki
farkli orjinden gelen kalluslar (kok ve yaprak) kullanilarak bir¢ok degerli sekonder
metaboliti yapisinda barindiran sakiz agacinin, literatiirde daha once hi¢ ¢alisilmamis
olan kallus kiiltiirlerinin, baslatilmas1 ve optimizasyonu ig¢in protokoller gelistirilmesi

amagclanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. P. lentiscus ile Tlgili Sistematik Bilgiler

Sakiz agaci1 (P. lentiscus L.), Sapindales takiminin Anacardiaceac familyasindan
Pistacia cinsine dahil bir tiirdiir (Stevens, 2008). Pistacia cinsi ile ilgili Linnaeus (1753)
tarafindan yapilan ilk sistematik ¢aligmada; P. lentiscus, P. narbonensis, P. simaruba,
P. terebinthus, P. trifolia, ve P. vera olmak tizere 6 tiir tanimlanmistir. Linnaeus’dan
once Tournefort (1700) P. lentiscus’un ayr1 bir cins, Lentiscus oldugunu
degerlendirerek P. terebinthus ve P. vera’yr Terebinthus cinsi altinda siiflandirmastir.
Pistacia cinsi iizerine yapilan en kapsamli taksonomik ¢alismada ise, cins 11 tir ve 4
seksiyon olarak smiflandirtlmistir. Ancak yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda
Pistacia cinsinin, Pistacia ve Lentiscella olmak fiizere iki seksiyondan olustugu, P.
lentiscus’un ise 2. seksiyonda yer aldigi rapor edilmistir (Al Saghir 2012; Onay ve
ark.,2016a).
1) Pistacia: Pistacia atlantica Desf., Pistacia chinensis Bunge, Pistacia eurycarpa Yalt.,
Pistacia khinjuk Stocks, Pistacia terebinthus L., Pistacia vera L.
2) Lentiscella: Pistacia lentiscus L., Pistacia mexicana Humb., Pistacia weinmannifolia
J. Poiss. ex Franch.
2.1.1. Pistacia lentiscus L.

Genellikle ¢ali ve agac¢ik formunda gelisen, 1-3 m’ye kadar boylanabilen hatta
bazen 10 m yiiksekligine ulasabilen sik dalli her dem yesil bir bitkidir. Akdeniz’e kiyist
olan iilkelerden 6zellikle Yunanistan, Tiirkiye, Italya ve Ispanya’nin kiy1 bolgelerinde
dogal olarak yetisen bir tirdiir. Sakiz agacinin Tiirkiye florasina gore bitki

sistematigindeki yeri asagidaki gibi ifade edilebilir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. P. lentiscus L.’un sistematikteki yeri.

Kingdom: Plantae

Divisio: Magnoliophyta
Clasis: Magnoliopsida
Subclasis: Rosidae

Ordo: Sapindales

Familya: Anacardiaceae
Genus: Pistacia

Species: Pistacia lentiscus L.

2.1.1.1. Botanik ozellikleri
Pistacia lentiscus L.(sakiz agaci) Akdeniz Havzasindaki yari ¢6l kiyi

bolgelerinde biiylik dlgiide yayilim gosteren odunsu bitkilerin en onemli tiirlerinden



biridir (Cortina ve ark., 2007). Antik Yunanlilardan beri halk sagliginda kullanilan her
zaman yesil caliliklar yada 2-10 metre uzunlugunda biiyliyen kiiclik agaclardan
olusmaktadir (Benhammou ve ark., 2008; Yalg¢in, 2011).

Dogal sartlarda agaclar oldukca yavas biiylimekte olup, yaklasik 40-50 yilda
maksimum ekonomik sakiz verim olgunluguna erisirler. Her ne kadar “6liimsiiz agac”
diye adlandirilirsa da, 70 yildan sonra yaslanirlar ve regine verimleri azalir, ancak 200
yil yasayan agaclar mevcuttur. Modern bakim teknikleriyle yetistirilen sakiz agacglari
cok daha kisa bir zamanda tam olgunluga ulasir ve yiiksek verim ve kalite daha kisa

stirede alinabilir (Perikos 1993).

Sekil 2.1. Cesme Ciftlikkdy’de yetisen disi bir sakiz agacinin genel gériiniimii, (Anonim, 2017).

Govde: Dogal damla sakizi agacinin govdesi diiz degildir. Gengken agik gri
renkte, ileri yaslarinda kiil karasi rengindedir. Cam agaglarinda oldugu gibi gévdeden
ayrilmasi zor olan "riknides" adiyla anilan ¢izgilerle kaplidir ve piiriizliidiir (Anonim,
2011, Yalgin 2011).

Kok: Gen¢ donemde kazik kok ve bol miktarda yan kok olusturma 6zelligindedir.
Olgun donemde, yan kokler oldukca genisler ve boylece sacak kok olusumu ve kokler her

yone dogru gelismekte ve 20 metre uzunluga erisebilmektedir artar (Mattia vd., 2005).

Yaprak: Yapraklan ¢ift tiiysii 4-10 yaprake¢iktan olusur. Yapragin orta damari
(rachis) belirgin olarak kanathdir. Yaprakeiklar: 1,5-3,5 cm. boyunda olup, 0,5-1,5 cm
genisliginde, uzun-oval bicimde, kiit uclu, tam kenarli, sert ve derimsidir. Yaprak¢igin
tist yiizli parlak agik yesil, alt yiizii mat yesil her iki yiizii de tiiystizdiir (Karadag ve ark.,
2012).
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Disi sakiz agaci yapraklari

Sekil 2.2.

Cicek: Disi ve erkek cicekler ayr1 bitkiler ilizerindedir. Cicekler infloresens
gdsterir ve tipik bir panikuladir. [lkbaharda gigeklenir, meyveler sonbaharda olgunlasir.
Siirgiin gelisiminden birkag¢ hafta sonra ¢iceklenme gozlenir. Cigekleri Mart ortasinda

ilk kez ortaya ¢ikar ve Nisan baslarinda tam ¢i¢ceklenme gerceklesir (Yalgin, 2011).

Sekil 2.3. Disi sakiz agaci ¢igek yapist (Anonim, 2017)

Meyve: Ilk 6nce yesil renkte olup daha sonra kirmizilasir, olgunlasmis meyve
ise siyahtir. Sonbaharda sahip oldugu sayisiz meyvesiyle iiretkenlik yetenegi fazla gibi
goriinse de lireme basarist (tohum ve meyve olusturan ¢igek yiizdesi) ¢ok diisiiktiir. Cok
sayida cicek meyve olusturamaz ve gelisimin farkli agamalarinda dokiiliir (Senyay,
2008).
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ekil 2.4. Sakiz agac1 meyveleri (Anonim, 2017)

S

Tohum: Tohumlar olgunlagsma déneminde yuvarlak ve diiz yiizeylidirler. Olgun
tohumlar ekim-ocak aylari arasinda toplanabilir (Prada ve Arizpe, 2008). Meyve tek
tohum igerir, ancak bir¢ok meyve partenokarpiden, embriyo yoklugundan veya bocek

zararindan dolay1 tohum i¢cermez (Palli and Aronne, 2000).

2.1.1.2. Tibbi ve ekonomik 6nemi

P. lentiscus L. ¢ok ¢esitli tibbi kullanimlara sahiptir. Antik Yunan’da farkli
parcalar1 ya da recinesi kaynatilarak olusturulan oziit oksiiriik, bogaz agrisi, egzama,
mide agrisi, bobrek tasi ve sarilik tedavisinde kullanilmistir. Hepatoprotektif etkisiyle
terapotik fayda sagladigi, reginesinin kanser hiicrelerinin tedavisinde etkili olabilecegi,
bazi lipoproteinlerin sitotoksik etkisini diislirdiigii bilinmektedir. Ayrica igerdigi fenolik
bilesenlerin de onemli seviyede antimikrobiyal ve antifungal aktivite gosterdigi rapor
edilmistir Bunun yanisira sakiz recinesi gida endiistrisinde, parfim yapimi igin
kozmetik endiistrisinde, dental yapistirici, boya, vernik gibi malzemelerin iiretiminde
kullanilmaktadir (Yalgin, 2011; Akdemir ve ark., 2013).

Sakiz adasinda iretilen ham sakizin yaklagik % 70’1 dig dlkelere
pazarlanmaktadir. Geri kalan ham sakizdan ¢ok sayida {riin gelistirilerek basta Sakiz
Adas1 ve Yunanistan olmak iizere Kibris, New York, Suudi Arabistan, Fransa ve
tilkemizdeki marketlerde satilan iirlinler iiretilmektedir. Bu marketlerde sakiz katkili ¢cok
sayida Uriin satilmaktadir. Bunlar; dogal sakiz, sakizli ¢iklet, sakiz ucucu yag1 (eterik
yagi), sakiz yagi, sakiz tozu gibi organik gida maddeleri, sakizli tatli ve biskiiviler ve
geleneksel sakizli su gibi icecekler, degisik hastaliklar i¢in ilag yerine kullanilan

tabletler, kozmetik ve folklor 6gelerini igeren tiriinlerdir.



Sakiz Adasi'nda sakiz yetistiriciligi ve sakizdan iirlin gelistirilmesi i¢in binlerce
istihdam yaratilmis ve her yil milyonlar lira ada ekonomisine kazandirilmaktadir. Bu
kapsamda bugiin hala iilkemizde sakiz yetistiriciliginin izleri bulunan Izmir’in farkl
bolgelerinde Cesme, Ildir, Alacati, Seferihisar ve Karaburun bolgeleri sakiz adasi 6rnek
aliarak iilke ekonomisine kazandirilmasi icin sakiz eylem planinin basarili bir sekilde
uygulanmasina ve kapsaminin genisletilerek kontrollii bir sekilde biiyiitiilmesi elzemdir

(Onay ve ark., 2016).

2.2. Kallus Kiiltiirleri Tle Tlgili Calismalar

Giirel ve ark. (2002), calismalarinda seker pancari (Beta vulgaris L.)’nin 1slah
edilen hatlarindan elde edilen kalluslarindan bir hiicre siispansiyon kiiltiirii protokolii
olusturmuslardir. Benzil amino piirin (BAP) ve 2-4 Diklorofenoksi asetik asit (2,4-
D)’nin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinin kiiltiir periyotlari boyunca
(0,3,5,7,9,11,13 ve 15 giin) siispansiyon Kkiiltlirlerinin biiylimesi tizerine etkisini
incelemislerdir. Biitiin hatlarda hiicrelerin biiylime oranlarinin baslangicta yavas ancak
kiiltiir siiresi arttikga biiyokiitlelerinde artis oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek oranda
BAP (0,25 mg/l) ve 2,4-D (0,25 mg/l) igeren besi ortamlarinda hiicre boliinmesinin
diisiik oranda BAP (0,1 mg/l) ve 2,4-D (0,1 mg/l) igeren besi ortamlarina oranla daha
yiiksek seviyede hiicre boliinmesinin meydana geldigini belirtmislerdir. Farkli hatlarin
ortalama biiyiime oranlar karsilastirildiginda M14, M114, ELK345, CBM315 ve
M1017°ye ait ortalama hiicre biiylime oranlarinin sirasiyla %34.8, %21.5, %19.2, ve
%13.4 oldugu, stispansiyon kokenli kalluslarin %50°sinin BAP+IAA veya sadece TDZ
iceren ortamda inkiibe edildiginde siirgilin olustugu ve siirgiinlerin sadece 3.0 mg/l IBA
iceren ortamda kolaylikla koklendirildigi rapor edilmistir.

Onay ve ark., (2007), Pistacia vera L.’nin olgun zigotik embriyolar1 2.0 mg/I
2,4-D ve 40 g/l siikroz ile Gamborg vitaminlerini iceren MS besi ortaminda kallus
kiiltiirlerinin baslatmiglardir. 1-4 mg/l 2,4-D tek basina veya BAP ile kombinasyonu
iceren Gamborg vitamin destekli MS besi ortaminda kalluslardan globular somatic
embriyolar elde etmisler ve embriyojenik kiiltiirleri 4 hafta siiresince 1-2 mg/l BAP
igeren kiiltlir ortaminda muhafaza etmislerdir. Akabinde 0.5 mg/l BAP, ABA’nin farkli
konsantrasyonlart ve siikroz destekli besin ortaminda ise somatik embriyolarin
olustugunu belirtmisglerdir.

Francoise ve ark. (2007), Zataria multiflora bitkisinin in vitro sartlarda farkli

hormon uygulamalari ve besi ortaminda gelisimini incelemek amaciyla yiiriittiikleri
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calismada siirgiin kiiltiirleri slirgiin uglarinin farkli BAP ve NAA destekli MS besi
ortaminda baslatilmistir. En yiiksek proliferasyon oran1 1 mg/l BAP destekli besi
ortamindan elde etmislerdir. Kallus kiiltiirleri ise stirgiin nodlar1 kullanilarak 1 mg/|
Kinetin ve 0.5 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda baslatmiglardir. Kallus
biiyiimesine ti¢ farkli besi ortaminin (MS tuz ve vitaminleri, MS tuz ve Gamborg
vitaminleri ile Gamborg tuz ve vitaminleri) etkisini arastirmiglardir. En iyi biiylime
orani ve rosmarinik asit (RA) tretiminin 0.75 mg/l BAP destekli Gamborg tuz ve
vitaminlerini igeren besi ortamindan elde edildigini RA’in siirgiin ve kallus
kiiltiirlerinde iiretimi ile bitki biliylimesi iizerine farkli karbonhidrat (siikroz ve glukoz)
cesitlerinin ve dozlarmin etkisini de test etmislerdir. Bununla birlikte iki farkli 11k
altinda (karanlik ve 16 saat aydinlik /8 saat karanlik) deneyleri yiirlitmiislerdir. En
yilksek RA seviyesi siirglin kiiltiirlerine oranla (12.28 mg/g kuru agirlik) kallus
kiiltiirlerinden (158.26 mg/g) elde edildigi en yiiksek tretimin 1s1k altinda, 75 mg/I
glukoz igeren besi ortamindan elde edildigi belirtilmistir.

Kumar ve Rakhi, (2008), Camelia sinensis bitkisinde kallus baslatilmasi ve
optimizasyonu iizerine yaptiklar1 ¢calismada, farkli BBD, sicaklik, 151k, pH ve karbon
kaynaklarinin etkilerini test etmislerdir. Biiyiime diizenleyicilerden NAA ve 2,4-D ile
en az bir sitokinin BAP / Kinetin varliginda, 25 °C sicaklik,, % 9 oraninda sukroz ve
1000-2000 lux 1s1k yogunlugunun kallus kiiltiirleri i¢in optimum sartlar oldugunu tespit
etmislerdir.

Behbahani ve ark. (2011), 6zellikle yapraklari likopen bakimindan zengin bir
bitki olan Barringtonia racemosa bitkisinin yaprak eksplantlarinin 1s1k (8,200 lux beyaz
lamba altinda 16 saat 25°C fotoperiyotta) ve karanlik sartlarda doku kiiltiirii yoluyla
cogaltilan fidelerinden ekstrakte edilen likopen igeriginin belirlenmesi amaglanmstir.
Caligmada bitkinin yaprak eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda 2,4-D igeren modifiye
MS, WPM ve B5 besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Karanlik ve aydinhik 11k
uygulamasinda kallus olusumu i¢in optimal sartlar arastirilmig ve biiylime ve likopen
birikimi degerlendirilmistir. Sonug olarak besiyerleri arasinda 2 mg/l 2,4-D destekli
WPM besi ortaminda kirillgan kallus olusumunun kiiltiir baglangicindan itibaren 3 hafta
sonunda elde edildigi gozlenirken denenen diger tiim besi ortamlarindan kallus
olusumunun ise 5 hafta sonunda elde edildigi bildirilmistir. Kalluslar her iki haftada bir
alt kiiltiire alinmistir. Soluk sar1 ve yesil kalluslar likopen iceriginin degerlendirimesi
icin secilmistir. HPLC metodu ile yapilan analiz sonucunda 1s1ik sartlarinda likopen

tretiminin karanlik sartlara oranla daha yiiksek seviyede oldugu kallus ve hiicre
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slispansiyonlarinda en iyi bliylime oraninin WPM ve BS5 besi ortamlarindan elde edildigi
ve likopen tiretiminin hem kallus hem hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimeye bagh
oldugu rapor edilmistir.

Aghaei ve ark. (2013), citlembik bitkisinin (Pistacia atlantica Desf. subsp.
kurdica Rech. f.)) kallus baslatilmasi ve optimizasyonu fiizerine farkli BBD ve
kombinasyonlarinin etkisini arastirmislardir. Cicek ekseni eksplant olarak kullanilmis
ve 1, 2 ve 3 mg/l TDZ veya 1, 2 ve 3 mg/l BA, 1mg/l oksin (2, 4-D, NAA ve IBA)
destekli WPM besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Kallus olusumunun biitiin  kiiltiir
ortamlarinda meydana geldigi, en yiiksek kallus olusumunun (%100) 1mg/l BA yada
TDZ ile 1mg/l NAA destekli besi ortamindan elde edildigi bildirilmistir. Ek olarak
kallus ve olgunlasmamis meyvelerde antosiyanin ve total fenolik bilesikler 6l¢iilmiistiir.
Kallus ve olgunlasmamis meyvelerin taze agirliginda antosiyanin igeriginin sirastyla,
9.42 £4.63 ve 61.71 £ 3.81 mg siyanidin-3-glikozit/g oldugu, total fenolik ig¢eriginin ise
sirastyla, 4.91 £ 0.492 ve 5.1 + 0.780 mg gallik asit/g oldugu rapor edilmistir.
Citlenbigin kallus ve yapraklarinda bulunan ugucu yag bilesenlerinin GC-MS analizleri
sonucunda kalluslarinin 8, yapraklarinin 13 ¢esit bilesen icerdigi, kallus ekstraktlarindan
elde edilen ana bilesenlerin alfa pinen (89.19%), kampen (1.09%) ve bisiklol heptan,
6,6-dimetil-2-metilen (3.40%) oldugu yaprak eksplantlarindan elde edilen ana
bilesenilerin ise alfa pinen (15.63%), gama elemen (33.84%) ve karyofilen (9.26%)
oldugu belirtilmistir.

Fazelzadeh Dezfuli ve ark. (2013), kuskonmaz bitkisinde (Asparagus
officinalis) in vitro kallus baslatilmasi, dolayli organojenez ve bitki rejenerasyonunu
incelemek amaciyla tamamen tesadiif bloklar1 deneme desenine gore bir deney
gerceklestirmistir. Calismada, kuskonmazin nodal eksplantlarindan fide rejenerasyonu
ve kallus indiiksiyonu i¢cin NAA ve BAP’in farkli konsantrasyonlarimin gerekli
oldugunu, 0.5 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP destekli MS besi ortaminda maksimum kallus
elde edildigi ve bu kalluslarin eksplant basma 22 tomurcuk irettigi, farkh
konsantrasyonlarda kullanilan 2, 4-D’nin fidelerde kdk olusumunu baglattig1 ve en iyi
kok olusumunun ortalama %52'lik koklenme ile 1,25 mg/l 2, 4-D ile destekli MS besi
ortamindan alindig1 bildirilmistir.

Sundaram ve ark. (2013), Mucuna pruriens’in  gesitli  siikroz
konsantrasyonlarint iceren besi ortamlarinda etkin sekilde biiylimesinin optimize
edildigi ¢alismada denenen en yiiksek siikroz konsantrasyonu (2.58 g/l) maksimum taze

agirligin 197 g/l ve maksimum kuru agirhigin ise 17.34 g/l oldugu bildirilmistir.
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Ali ve ark. (2014), 4 seckin misir hattina (Agaiti-85, Golden, Soneri ve Sultan)
ait olgun ve olgunlasmamis embriyolar1 kullanarak misir bitkisinde etkili bir
rejenerasyon sistemi olusturmak amaciyla 2 asamada bir deney gergeklestirmislerdir.
Karsilastirmali analizler sonucunda biitlin misir hatlarina ait olgun ve olgunlasmamis
embriyolarin kallus olusturma ve bitki rejenerasyonu caligmalarina yanit verdigi
bildirilmistir. Deneyin her iki asamasinda da besi ortami olarak Chu’s N6 kullanilmistir.
2,4-D (2 ml/l), Kin, (0.2g/l ) BAP (0.2 g/l) ve IBA (0.3 g/l) destekli besi ortaminda
kiltiire alinan olgunlagsmamis embriyolarin etkili bir sekilde kallus iirettigi ve rejenere
bitki olusturdugu, olgun embriyolarin etkili bir kallus tiretimi ve bitki rejenerasyonu igin
daha yiiksek konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicisine ihtiya¢c duydugu
(sirastyla 5 ml/l, 0.4 g/l, 0.5 g/l, 0.6 g/l), biitiin segckin misir hatlarinda olgunlasmamis
embriyolarin rejenerasyon frekansinin % 40-75 arasinda, olgun embriyolarin ise %55-
80 arasinda degistigi rapor edilmistir.

Karatas ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢calismada, siyah havug (Daucus carota ssp.
sativus var. atrorubens Alef.) bitkisinden olusturulan kallus kiiltiirinde antosiyanin
iretimine bazi uygulamalarin etkisini incelemislerdir. Kallus indiiksiyonunu fidelerin
hipokotil eksplantlarinin 2 mg/l NAA, 0,2 mg/l BAP, 30 g/l sukroz ve 2 g/l phtagel
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmasiyla baslatmiglar ve kalluslarin antosiyanin
tiretimini artirmak i¢in farkli konsantrasyonlarda riboflavin ile degisik siirelerde UV-C
elisitdr olarak kullanmislardir. Yapilan analizler neticesinde kalluslara uygulanan
riboflavin veya UV-C’nin antosiyanin sentezini gii¢lii bir sekilde arttirdigi ancak hiicre
biiyiimesini de énemli 6lgiide yavaslattigi bildirilmistir.

Iriawati ve ark. (2014), Eurycoma longifolia Jack. bitkisinde 2.25 mg/l 2,4-D ve
2.0 mg/l kinetin ile desteklenmis MS besi ortaminda kallus dokulari elde edilmis ve
¢ogalan kallus ortamindan alinan bir gram kallus, 1.0 veya 2.25 mg/l 2,4-D ve 2.0 mg/I
BAP veya 2.0 mg/l kinetin igeren MS s1v1 ortamina aktarilmistir. Histokimyasal testler
ve GC-MS analizlerine gore, embriyojenik kallus ve somatik embriyo karisiminin,
alkaloidler, terpenoidler ve fenoller gibi sekonder metabolitleri {iretebilecegi sonucuna
varilmistir.

Ko¢ ve ark., (2014), Sakiz (Pistacia lentiscus L.) bitkisinin in vitro
rejenerasyonu ve Konzervasyonu {lizerine yaptiklari bir ¢alismada, sitokinin igeren
ortamlarda kiiltiirlenen tohumlarda kallus olusumunun meydana geldigini, ayrica

gerceklestirdikleri tiim uygulamalarda, yaralanmaya bagli olarak eksplantlarin bazal
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uglarinda kahverengi kallus olusumu ve fenolik birikiminin gorildigliini rapor
etmislerdir.

Dalila ve ark. (2015), hindistan cevizi (Coccus nucifera Linn. Matag) ‘de in
vitro mikrogogaltimin gelistirilmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda 2,4-D’nin
etkisini arastirmislardir. Calisma sonucunda eksplantlarin dort haftalik kiiltiir sonrasinda
kirilgan, beyaz renkli kalluslar tirettigi, parametreler arasinda kalluslarin baslama siklig1
bakimindan farkliliklar gosterdigi, en yiiksek kallus olusumu hormonsuz bazal besi
ortamindan (%45.71) ve 20 mg/l 2,4-D igeren besi ortamindan (%43.75) elde edildigi
ve Hindistan cevizinin olgunlagsmamis ¢icek salkimlarinin kallus baglatilmast ve
somatik embriyogenez c¢aligmalar1 icin alternatif bir eksplant kaynagi oldugu rapor
edilmistir.

Zang ve ark. (2016), bambu (Dendrocalamus hamiltonii) bitkisinin siirgiin
uclarint eksplant kaynagi olarak kullanmig ve gesitli besi ortami ile kiiltlir sartlarinin
kallus baslatilmasi, proliferasyonu, siirgiin farklilagmasi, kok olusumu ve bitki
transplantasyonu tiizerine etkilerini arastirmiglardir. En iyi graniiler-kompakt kallus
olusumu 3 mg/l 2,4-D 2 mg/l BA, 500 mg/l glutamin ve 500 mg/l kazein hidrolizat
destekli MS besi ortamindan elde edilmistir. 1 mg/l BA 0.3 mg/l kinetin ve 0.3 mg/l
NAA destekli MS besi ortami en yiiksek farklilasmis kallus oranini verdigi, uzun ve
kalin kokleri igeren maksimum koklenme oraninin ise 3 mg/l IBA destekli 1/2 MS besi
ortamindan elde edildigi ve akabinde elde edilen fidelerin esit miktarda turba,

vermikiilit ve perlit igeren bir karigima aktarildiktan sonra hayatta kaldig: belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 2014-2017 yillar1 arasinda Batman Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari‘nda gerceklestirildi.
3.1. Materyal

Tez cgalismasinda kullanilacak olan jiivenil sakiz agaci (Pistacia letiscus L.)
bitkisine ait olgun tohumlar (Sekil 3.1. A, B) baslangi¢ materyali olarak kullanilmis ve
Izmir, Cesme, Ciftlikkdy mevkiinde bulunan agaglardan temin edilmistir. Tohumlar,
laboratuvara transfer edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C da

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Jiivenil sakiz agaci (Pistacia letiscus L.) bitkisine ait olgun tohumlarin genel gériinimii (A)
Cesme/Ciftlikkoy’de bir disi agag (B).

3.2. Yontem
3.2.1. In vitro Kiiltiirlerin baslatilmasi icin 6n hazirhklar

3.2.1.1. Stok soliisyonlarin hazirlanmasi

Tez kapsaminda siirgiin ve kallus kiiltiirlerinin olusturulmasi, muhafazasi ve
optimizasyonunda kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortaminin igerigi ile
stok soliisyonlarin hazirlanmasina ve tiim denemelerde kullanilan BBD ve besi ortam
iceriklerine ait ¢izelgeler asagida verilmistir (Cizelge 3.1, 3.2 ve 3.3).

Cizelge 3.1. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan stok soliisyonlar ve miktarlar1 (g/l)
MS MakroElementler Ana Soliisyonu

NH,NO 16.59
KNO, 19.0 g
CaCl,.2H,0 449
MgS0,.7H,0 379
KH,PO4 17g

Steril saf su 1000 cc’ye tamamlanir.




MS Mikro Elementler-1 Ana Soliisyonu

HsBO; 62 g

MnS0O,.4H,0 223¢g

ZnS0,.7H,0 86 g

Kl 8.3¢g

Na,MoQO,2H, 2.5 g

Steril saf su 1000 cc’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler-2 Ana Soliisyonu

CuS0,.5H,0 259
COCIz. 6H,0 2.5 g
Steril saf su 100 cc’ye tamamlanir.

Kompleks Kelator Ana Soliisyonu

FeS0,.7H,0 2.785¢g
Na,EDTA 3.725¢g
Steril saf su 1000 cc’ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu

Nikotinik Asit 50 mg
Glisin 2.0 mg
Piridoksin HCI 50 mg
Steril saf su 100 cc’ye tamamlanir.

B1 Vitamini Ana Soliisyonu

Tiamin HCI 100 mg

Steril saf su 100 cc’ye tamamlanir.
Myo-inositol

Myo-inositol 10 mg

Steril saf su 1000 cc’ye tamamlanir.

Cizelge 3.2. Besi ortamlarina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicilerinin tip ve ¢esitleri.

BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu (107)

BAP 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

Kin (Kinetin) Ana Soliisyonu (107)

Kin 100 mg
1N NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanur.

2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) Ana Soliisyonu

2,4-D 100 mg
1N NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

IBA (Indol Biitirik Asit) Ana Soliisyonu

BA 100 mg
%95°lik Etil Alkol 3-5ml
Steril saf su 100 ml

15
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Cizelge 3.3. Standart besi ortamlarmimn igerigi* (gl™)

Kimyasallar MS WPM SH Gamborg B5
Na,SO, 0 0 0 0
KCI 0 0 0 0
(NH,),S0O, 0 0 0 134 mg
NaH,PO,.H,0 0 0 0 150 mg
NH4H,PO, 0 0 300 0
NH4NO; 1650 mg 400 mg 0 0
KNO; 1900 mg 0 2500 mg 2500 mg
KH2PO4 (monobasic) 170 mg 168 mg 0 0
Ca(NOy); 0 460 mg 0 0
MgSO, 0 0 0 122 mg
MgSO,.7H,0 370 mg 368 mg 400 mg 250 mg
CaCl,.2H,0 440 mg 72 mg 200 mg 150 mg
K,SO, 0 988 mg 0 0
MnSQO,4.H,0 16,9 mg 16,9 mg 10 mg 10 mg
ZnS0,4.7H,0 8,6 mg 8,6 mg 1mg 2 mg
Na,M0O,4.2H,0 0,25 mg 0,25 mg 0.1 mg 0,25 mg
Kl 0,83 mg 0,83 mg 1mg 0.75 mg
H;BO; 6,20 mg 6,20 mg 5mg 3mg
CoCl,.6H,0 0,025 mg 0,025 mg 0.1 mg 0,025 mg
CuS0,4.5H,0 0,025 mg 0,025 mg 0,2 mg 0,025 mg
FeSo,7H,0 28 mg 28 mg 20 mg 28 mg
Na,EDTA 37 mg 37 mg 15 mg 37 mg
Glycine 2mg 2mg 0 0
Nicotinic Acid 0,5mg 0,5mg 5 mg 1mg
Thiamin HCI 0,1 mg 0,1 mg 5mg 10 mg
Pyridoxine HCI 0,5 mg 0,5 mg 0.5mg 1mg
Sukroz 30gr 30gr 30gr 20 gr
Myo-ins. 100 mg 100 mg 1000 mg 100 mg
Agar 70r 70r 79r 79r
Ph 58 58 5,8 5,5

* Tez ¢alismasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alinmustir.

3.2.1.2. Sterilizasyon islemleri
3.2.1.2.1.Cam malzemelerin sterilizasyonu

Tez kapsaminda kullanilan tiim cam malzemelerin (pipet, erlenmayer kaplar,
vb.), agiz kisimlari folyo ile kapatilarak 3 saat 180 °C’ye ayarlanmus bir etiivde sterilize

edilmistir.



17

3.2.1.2.2. Kiiltiir kaplarinin sterilizasyonu

Tez kapsaminda kullanilan tek kullanimlik ve steril olan petri kaplar1 haricindeki
diger kiiltiir kaplarinin (Magenta GA7) sterilizasyon islemi ise 105kPa basing altinda,
121°C’de 20 dk boyunca bir otoklav igerisinde yapilmistir. islem dncesinde Magenta
GA7 kaplarinin agizlar1 kapatilip otoklav bandi kullanilarak sterilizasyon islemi

gerceklestirilmistir.

3.2.1.2.3. Pens ve bisturilerin sterilizasyonu

Kiiltire alma ve alt kiiltiirleme islemlerinde kullanilan pens ve bistiiriler
oncelikle %70’lik ticari alkol kullanilarak o6n sterilizasyon isleminden gegcirilip
kurutulduktan sonra, 250 °C’ye kadar 1sitilmig bir cam boncuklu sterilizator (Steri 350

Swiss-Made) igerisinde 10-20 sn bekletilerek sterilize edilmislerdir.

3.2.1.2.4. Transfer odasinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Kiiltiire alma islemlerinin yapildig1 transfer (ropikaj) odasi ve laminar flow
kabin i¢ ylizeyi kullanimdan yarim saat once %10’luk Benzalkonyum kloriir iceren
ticari zefiran antiseptik ¢ozeltisi ile akabinde ise %70’lik teknik alkol ile silinmistir.
Odada bulunan bengler yine ticari alkol, zemin ise ticari ¢gamasir suyu ile silinmis, hem
laminar flow kabin iginde hem de transfer odasinda bulunan UV lambasi 30 dk kiiltiir

isleminden en az 30 dk. 6nce agik birakilarak, oda kiiltiire hazir hale getirilmistir

3.2.1.2.5. Kiiltiir odasinin sartlari

Kiiltiirler genellikle bir biiyiime odasinda 25+2 °C de 20umol m? s yogunluklu
16/8 s fotoperiyot altinda biiylimeye birakildi. Isik kaynagi olarak 3500 lix 151k
siddetine sahip floresan lambalar (400W MBFR/U, Thorn) kullanildu.

3.2.2. Siirgiin Kkiiltiirlerinin eldesi calismalari
3.2.2.1. Olgun tohumlarin yiizey sterilizasyon islemleri

Eksplant kaynag: olarak disi sakiz agacina ait olgun tohumlar kullanilmistir.
Juvenil sakiz tohumlarinin yiizey sterilizasyonu Kiling ve ark., (2015)’nin gelistirmis
oldugu protokol modifiye edilerek kullanildi. Bu metoda gore; tohumlar %20°lik
Sodyum Hipoklorit (NaOCI) Ticari ACE ile 20 dakika boyunca calkalandi. Daha sonra,
tohumlar 5 dakika olacak sekilde 5 defa steril distile su ile g¢alkalanarak sterilant

kalintilarindan arindirildi.
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3.2.2.2. In vitro siirgiin kiiltiirlerinin baslatilmasi ¢alismalar:

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, laminar akimli kabinde steril filtre kagidi
tizerinde steril pens ve bisturi yardimiyla sert kabuk ve testalarindan arindirilarak, 1
mg/l IBA ile destekli MS besin ortamina aktarildi (Yildirirm 2012, Kiling ve ark., 2015).
Tohumlar besi ortamlarina aktarilmalarinin ardindan 4 hafta boyunca 25+2 °C 16 saat

aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodu bulunan bitki biiyiitme odasina transfer edildi.

3.2.2.3. Stok siirgiin Kiiltiirlerinin elde edilmesi

4 haftalik kiltiir periyodu sonrasinda 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda
cimlendirilen bitkicikler, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l GA3z destekli MS besi ortamina
aktarilarak prolifere edildi (Yildirim 2012, Kiling ve ark., 2015). Gelisen siirgilinler 4
haftalik kiiltiir periyotlar1 halinde siirekli alt kiiltiirlenerek prolifere edilmek suretiyle
stok kiiltiirler elde edildi.

3.2.3. Kallus kiiltiirlerinin eldesi ve optimizasyonu ¢alismalar:
3.2.3.1. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ¢calismalari

Juvenil materyallerden kallus olusturma caligsmalarinda, siirglin kiiltiirlerinden
elde edilen kok ve yaprak eksplantlar1 6ncelikle farkli oksin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D)
ve sitokininlerin (BAP, Kin, TDZ, 2-iP) farkli konsantrasyonlarini (0.25, 0.5, 1 ve 2
mg/l) n1 iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortaminda, sonrasinda ise SH
(Shenk ve Hildebrandt, 1972), Gamborg B5 (Gamborg ve ark., 1968) ve WPM (Lloyd
& McCown 1980) gibi farkli besi ortamlarinda 4 hafta boyunca 25+2 °C 16/8 saat
fotoperiyot uygulanan bitki biiylitme odasinda kiiltiire alind1. 4 hafta sonunda kalluslarin
morfolojik gozlemleriyle ile birlikte olusan kallus yiizdeleri ile kallus yas ve kuru
agirliklarina (kalluslar daha 6nceden 40 °C’ye ayarlanmis etiivde bir giin bekletilerek)

ait veriler alinarak istatistiksel olarak hesaplandi.

3.2.3.2. Kallus gelisiminin optimizasyonu ve stok Kkallus Kiiltiirlerinin eldesi
calismalar

Hem kok hem de yaprak kallus hatlarinin gelisimi i¢in asagida belirtilen
optimizasyon calismalar1  yapildi. Juvenil eksplantlardan kallus gelisiminin
optimizasyonu ¢aligmalar1 kapsaminda;

1-Farkli besi ortamlarinin (MS-SH-Gamborg B5 ve WPM)
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2-Farkli besi ortamlarinin (MS-SH-Gamborg B5 ve WPM) farkli kuvvetlerinin (0.25-
0.5-1-2)
3-Farkli karbon kaynaklarinin (glukoz ve sukroz) ve farkli konsantrasyonlarinin (15-30-
50 gr/l)
4-Farkli pH kuvvetlerinin (4.5-5-5.8-6-7)
5-Farkli 151k yogunluklarinin [20 (karanlik)-40-80 umol] ve
6-Farkl1 sicakliklarin (10-20-25-30-35 °C)
etkileri ayr1 ayr1 test edildi. Juvenil kok ve yapraklara ait kalluslar, yukaridaki
denemelere tabi tutulan besi ortamlarinda kiiltlire alinarak 4 hafta boyunca 25+2 °C 16/8
saat fotoperiyot uygulanan (farkli 151k yogunlugu ve sicakliklarin uygulandigi ¢alismalar
hari¢) bitki biliylitme odasina transfer edildi. Juvenil (kok ve yaprak) eksplantlar,
optimizasyon ¢alismalarinin ardindan en basarili kallus olusturma ve gelistirme
ortaminda kiiltiire alinarak 4 hafta boyunca 25+2 °C 16/8 saat fotoperiyot uygulanan bir
bitki biiylitme odasina transfer edildi. 4 hafta sonunda kalluslarin morfolojik
gozlemleriyle ile birlikte olusan kallus yiizdesi (%) ile kallus yas ve kuru agirliklarina
ait veriler istatistiksel olarak hesaplandi. Olusan kalluslardan yine ayni metot
kullanilarak alt kiltiirleme yoluyla juvenil materyale ait stok kallus kiiltiirleri elde
edildi.
3.2.3.2.1. Farkl besi ortamlarinin etkisi

Jiivenil kok ve yaprak hatlarina ait kalluslarin biiyiime ve gelisimine farkli besi
ortami ¢esitlerinin etkisini belirlemek amaciyla, kalluslar sirasiyla tam kuvvetteki MS-
SH-Gamborg B5 ve WPM besi ortamlarinda kiiltiire alindi. 4 haftalik bir kiiltiir
periyodu sonrasinda kiiltiir gelisimine ait istatistiksel gézlemler rapor edildi.
3.2.3.2.2. Farkh besi ortamlarmn farkh kuvvetlerinin etkisi

Kallus Kkiiltiirlerinin optimizasyon ¢aligmalarinda, jiivenil kok ve yaprak
hatlarina ait kallus kiiltiirlerinin biiylimesi ve gelisimi {izerine farkli besi ortami
kuvvetlerinin etkisini belirlemek amaciyla, kalluslar sirasiyla 0.25, 0.5, 1 ve 2
kuvvetteki MS-SH-Gamborg B5 ve WPM besi ortamlarinda kiiltiire alindi. 4 haftalik bir
kiiltiir periyodu sonrasinda kiiltilir gelisimine ait istatistiksel sonuglar rapor edildi.
3.2.3.2.3. Farkh karbon kaynaklarinin farkh konsantrasyonlarinin etkisi

Kallus kiiltiirlerinin optimizasyonu c¢alismalarinda, kalluslarin biiyiime ve
gelisimlerine farkli karbon kaynaklarinin (glikoz ve sukroz) ve bunlarin farkli
konsantrasyonlariin (15, 30 ve 50 mg/l) etkileri test edildi. 28 giinliik kiiltiir periyodu

sonrasinda kalluslarin gelisimine ait istatistiksel sonuglar rapor edildi.
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3.2.3.2.4. Farkh pH kuvvetlerinin etkisi

Farkli pH derecelerine (sirasiyla pH 4.5, 5.0, 5.8, 6.5 ve 7.0) tabi tutulan jiivenil
kok ve yaprak hatlarina ait kalluslarin, 4 haftalik Kiltir periyodu sonrasinda
gelisimlerine ait istatistiksel sonuglar rapor edildi.
3.2.3.2.5. Farkh 151k yogunluklarimn etkisi

Optimizasyon c¢alismalarinda, kallus kiiltiirlerinin gelisimi iizerine farkli 151k
yogunluklarinin etkisinin test edildigi bu ¢alismada, kalluslar 20, 40 ve 80 pmol m?s™
151k yogunluklarma tabi tutularak kiiltiire alindi. 4 haftalik bir kiltir periyodu
sonrasinda, yine gelisimlerine ait istatistiksel sonuglar rapor edildi.
3.2.3.2.6. Farkh sicakliklarin etkisi

Jivenil kok ve yaprak hatlarma ait kalluslar farkli sicaklik degerlerine
ayarlanmig bitylime ortamlarinda (10, 20, 25, 30 ve 35 °C’) kiiltiire alind1. 4 haftalik bir
kiiltir periyodu sonrasinda kiiltiir gelisimine ait gézlemler alinarak, sonuglar istatistiksel
analize tabi tutuldu.
3.2.3.3. Juvenil (kok ve yaprak) kallus kiiltiirlerinde biiyiimenin karakterizasyonu

Juvenil kok ve yaprak materyallerinden elde edilen kalluslarin biiylimelerinin
karakterizasyonu calismalarinda, optimize edilmis besin ortami ve sartlarda kiiltiire
alian kalluslar, 4 hafta boyunca 25+2 °C 16/8 saat fotoperiyot uygulanan bitki biiylitme
odasinda kiiltiire alindi. 1. giin ve 28. giinlerde kalluslarin yas agirliklar: tartilarak, 28.
glin sonunda kuru agirliklar istatistiksel olarak hesaplandi ve kalluslarin biiyiimelerinin
ifadesi olarak rapor edildi.
Kallus (%0): Kiiltiirlerin 4. hafta sonunda, kallus olusturan eksplantlarin kiiltiirdeki tiim
eksplantlarin sayisina orani hesaplanarak ytizde olarak ifade edildi.
Ortalama Kallus Taze Agirhgr: Kiiltiirden 4 hafta sonra her bir yaprak veya kokten
gelisen kalluslarin agirliklarinin toplamai, kallus olusturan eksplantlara orani olarak ifade
edildi.
Ortalama Kallus Kuru Agirhigr: Taze agirligi dlgiilen kalluslarin, sicakligi dnceden 40
°C’ye ayarlanmis etiivde 16 saat bekletilen kalluslarin agirliklarinin toplami, kallus
olusturan eksplantlara orani olarak ifade edildi. Ayrica tiim stok Kkiiltiirlerin elde
edilmesinde ve gergeklestirilen tiim deneylerde, in vitro gelisen kiiltiirlere ait morfolojik

gozlemler de alinarak cizelgelerde sunuldu.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Siirgiin Kiiltiirii Cahsmalarina Ait Bulgular ve Tartisma

Dis kabuklar1 kirildiktan sonra mezokarplarindan uzaklastirilan olgun P.
lentiscus L. tohumlari, %20’lik Sodyum Hipoklorit (NaOCI) Ticari ACE ile 20 dk
calkalandi. Sterilant kalintilarindan arindirmak i¢in tohumlar 5’er kez 5 dk. steril distile
su ile calkalanarak 1 mg/l IBA destekli MS besi ortamina ekilerek ¢imlendirilmesi
saglandi (Sekil 4.1.A). 4 haftalik ¢imlenme periyodu sonunda tohumlardan gelismis
fideler goriilmektedir (Sekil 4.1.B).

Sekil 4.1. 1 mg/l IBA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinmig P. lentiscus L. tohumlari, Bar: 1 cm cm
(A), 28 giinliik kiiltiir periyodu sonunda gimlenen P. lentiscus L. tohumlari, Bar : 1 cm. (B)

Aksenik apikal ve nodal siirgiinlerin proliferasyonu ise, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l
GA; ile destekli MS besi ortaminda gergeklestirildi. Bu ortamda 4 haftalik kiiltiir
sonucunda, saglikli, iyi ¢ogalmis gévdelere sahip stok kiiltiirler elde edildi. Elde edilen
govdelerden alan siirglinler, yine ayni besi ortaminda c¢ogaltilarak stok kiiltiirlerin

muhafazasi saglandi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Sakiz tohumlarinin ¢imlendirilmesi sonrasi alinan eksplantlarin 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/1
GA;destekli MS besi ortaminda 4 haftalik kiiltiir stiresi sonundaki durumu.
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Bu tez kapsaminda nihai amag¢ sakiz agacinin aksenik kok ve yapraklarindan
kallus kiiltiirlerinin baglatilmasi ve optimizasyonu oldugundan bu asamada 6nce, Kiling
ve ark., (2015) ve Yildirnm (2012)’nin gelistirmis olduklar1 protokoller modifiye

edilerek siirgiin kiiltiirti islemleri basaril1 bir sekilde gerceklestirildi.

4.2. Kallus Kiiltiirlerinin Baslatilmas1 ve Optimizasyonu Cahsmalarina Ait
Bulgular ve Tartisma
4.2.1. Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi calismalarina ait bulgular

Juvenil kék ve yaprak eksplantlart kullanilarak BAP, Kin, TDZ ve 2-IP’nin
farkli konsantrasyonlarinin (0.25-0.5-1-2 mg/l), 1AA, IBA, NAA ve 2,4-D’nin farkli
konsantrasyonlar1 (0.25-0.5-1-2 mg/l) ile olan kombinasyonlarinin test edildigi
deneylere ait sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilerek, her bir sitokinin igin ayri
ayr1 olacak sekilde tablolar halinde hazirlanarak kok icin Cizelge 4.1; Cizelge 4.3;
Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.7’ te ve yaprak i¢in Cizelge 4.2; Cizelge 4.4; Cizelge 4.6ve
Cizelge 4.8’ te sunulmustur.

Cizelge 4.1 irdelendiginde, kok eksplantlarindan [(0.25 mg/l BAP ile 0.25 mg/I
IAA, IBA, NAA ve 2,4-D), (0.25 mg/l BAP ile 0.5 mg/l 1AA, IBA ve 2,4-D), (0.25
mg/l BAP ile 1 mg/l IAA), (0.25 mg/l BAP ile 2 mg/l 2,4-D), (0.5 mg/l BAP ile 0.25
mg/l 1AA, IBA), (0.5 mg/l BAP ile 2 mg/l IAA, IBA, NAA ve 2,4-D), (1 mg/l BAP ile
0.25 mg/l 1AA, IBA ve 2,4-D), (1 mg/l BAP ile 2 mg/l IAA, IBA, NAA ve 2,4-D), (2
mg/l BAP ile 0.25 ve 0.50 mg/l 2,4-D)] kombinasyonlari ile desteklenmis MS besi
ortaminda kallus olusumu genelde gézlenmezken, en yiiksek kallus olusumu %96 ile
0.25 mg/l BAP ve 2 mg/l IBA kombinasyonu destekli MS besi ortamindan elde
edilmistir. En diisiik kallus olusumu %4 oraninda (0.25 mg/l BAP ile 1 veya 2 mg/I
NAA kombinasyonu ve 1 mg/l BAP ile 0.25 veya 0.5 mg/l NAA kombinasyonu ile
desteklenmis MS besi ortamindan elde edilmistir. En yiiksek kallus olusumunun
gozlendigi 0.25 mg/l BAP ve 2 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda kallus yas ve kuru
agirhgr sirastyla; 40.00+£0.50, 3.90+0.70 olarak hesaplanmistir. Genel olarak kallus
morfolojileri irdelendiginde 2,4-D destekli kombinasyonlarda yumusak ve sarimsi

kalluslar elde edilmistir.
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Cizelge 4.1. Juvenil kok eksplantlar1 kullanilarak BAP’1n farkli konsantrasyonlari (0.25-0.5-1.-2 mg/l) ile
oksinlerin (IAA. IBA. NAA. 2.4 D) farklh konsantrasyonlarinin (0.25-0.5-1.-2 mg/l) kombinasyonlarinin

kallus olusumuna etkisi

Bitki Biiyiime Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi Kallus (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhg (mg) Agirhi1 (mg)
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25BAP  0.251BA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.5 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.5 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 BAP Sadece Kok Uglarinda
0.5 NAA 8.00g 30.00+5.00d 2.50+0.50 ¢ Kahverengi Sert Kallus
0.524-D - - - Kallus Olusumu Yok
11AA - - - Kallus Olusumu Yok
1IBA 12.00fg 12.004+2.30h 1.20+0.23g Acik Yesil-Sert
025BAP  1NAA 4.00h 20.00£0.00c  2.00£0.00cd <Ok Uglarinda Kahverengi
Sert Kallus
124D 2800de  60.00+1.50b  6.00+0.15b Bogumlanma Seklinde-
Kahverengi-Sert
2 1AA 8.00g 40.00+2.50¢ 3.75+0.25b Kahverengi-Sert
2 IBA 96.00a 40.00+0.50c 3.90+0.70b Acik Yesil-Sert
0.25BAP 5 NaA 4.00h 6.00-:0.001 0.50£0.00j Bogumlanma Kahverengi
Sert Kallus
22.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.5 BAP 0.25 IBA = - - Kallus Olusumu Yok
0.25 NAA 16.00f 4.20+0.10j 0.3040.02; Kahverengi-Sert
0.252.4-D 8.00g 3.10£0.10k 0.20+0.01k Kahverengi-Az sert
0.5 1AA 4.00h 40.00+0.15¢ 0.40-+0.01j Koyu Yesil-Yumusak
0.5 BAP 0.5 IBA 12.00fg 10.00+0.95h 0.93+0.18gh Yesil-Yumusak
0.5 NAA 20.00e 10.00+0.29h 0.97+0.02gh Kararmalar-Yumusak
0524-D 48.00c 22.00+0.48¢ 1.21+0.04¢g Acik sar1 yumugak
11AA 8.00g 10.00£0.33h 1.024+0.03gh Koyu Yesil-Yumusak
0.5 BAP 1I1BA 16.00f 25.00+0.44de 2.50+0.04¢ Yesil-Yumusak
' 1 NAA 36.00d 70.00+1.00a 7.02+0.09a Sari-kahve. sert
12.4-D 52.00b 21.00+0.31e 2.10+0.30c Acik Sar1 - Dagilgan
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.5BAP 2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
22.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 BAP 0.25 IBA - - - Kallus Olusur_nu Yok
0.25 NAA 4.00h 10.20+0.10h 0.08+0.0111 Kahverengi-Sert
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.5 1AA 4.00h 10.00+£0.39h 0.994+0.03gh Koyu Yesil-Yumusak
1 BAP 0.5 IBA 12.00fg 15.00+0.45f 1.50+0.04f Yesil—Yumusgk
0.5 NAA 4.00h 5.00£0.131 0.49+0.04;j Koyu Kahverengi-Sert
0.524-D 20.00e 18.00+0.46¢ 1.80+0.45d Acik Yesil-Grantiler
11AA 8.00g 10.00+0.27 1.01+0.02gh Koyu Yesil-Yumusak
1 BAP 11BA 32.00d 15.00+0.48f 1.51+0.04f Yesil-Yumusak
1 NAA 32.00d 15.00+0.19f 1.50+0.05f Kararmalar-Yumusak
12.4-D 52.00b 18.00+0.55¢ 1.89+0.03d Acik Sar1 - Dagilgan
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Bitki Biiyiime Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi Kallus (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhg (mg) Agirhgi (mg)
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 BAP 2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
22.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA 40.00cd 19.50+0.10e 1.10+0.01g Kararmalar-Yumusak
2 BAP 0.25 IBA 32.00d 20.00+0.60e 2.2040.06cd Acik Yesil-Graniiler
0.25 NAA 20.00e 10.50£1.00h 1.16+0.10g Acik Yesil-Graniiler
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA 32.00d 16.00+1.15f 1.7620.11ed Kararmalar-Yumusak
2 BAP 0.50 IBA 32.00d 1.30+0.171 0.81+0.02h Agik Yesil-Graniiler
0.50 NAA 32.00d 10.00+1.15h 1.10+0.16g Koyu Yesil-Yumusak
0.50 2.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
1 IAA 20.00e 19.00£1.00e 2.09+0.10cd Koyu Yesil-Yumusak
2 BAP 1I1BA 32.00d 16.60=1.15F 1.83+0.12d Koyu Yesil-Yumusak
1 NAA 40.00cd 18.50+0.64¢ 0.94+0.06gh Kararmalar-Yumusak
124-D 20.00e 12.50£1.00g 1.38+0.10g Acik Yesil-Graniiler
2 1AA 20.00e 14.00+0.00fg 1.5440.00f Acik Yesil-Graniiler
2 BAP 2 IBA 20.00e 12.50+0.50¢g 0.50+0.051 Koyu Yesil-Yumusak
2 NAA 12.00fg 12.00+0.00g 1.32+0.00g Koyu Yesil-Yumusak
224-D 52.00b 17.40+0.20e 0.80+0.02h Sar1-Az Yumugak
X2(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farklt harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.2. irdelendiginde, yaprak eksplantlarindan [(0.25 mg/l BAP’ 1n 0.25
mg/l IBA, NAA ve 2,4-D), (0.25 mg/l BAP’ m 0.5 mg/l IAA, IBA, ve 2,4-D), (0.25
mg/l BAP’ 1n 2 mg/l IAA), (0.5 mg/l BAP’ in 1 mg/l IAA, NAA), (0.5 mg/l BAP’ in 2
mg/l 2,4-D), (1 mg/l BAP’ in 0.25 mg/l IBA, 2,4-D), (1 mg/l BAP’ in 0.5 mg/l TAA,
NAA, 2,4-D), (1 mg/l BAP’ in 2 mg/l IAA, IBA, NAA, 2,4-D), (2 mg/l BAP’ 1n 0.25
mg/l 1AA, 2,4-D), (2 mg/l BAP’ in 1 mg/l IAA),] destekli MS besi ortaminda kallus
olusumu genelde gozlenmezken, en yiiksek kallus olusumu %80 ile 2 mg/l BAP 0.5
mg/l 2,4-D kombinasyonu destekli MS besi ortaminda hesaplanirken, en diisiik kallus
olusumu %4 ile [(0.25 mg/l BAP ile 1 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l NAA; kombinasyonu),
destekli MS besi ortaminda hesaplanmistir. Belirtilen besi ortamlarinda kallus yas ve
kuru agirliklart sirastyla; 20.60+0.10, 3.90+0.70; 12.00+0.00, 3.00+0.00; 6.00+0.00,
0.60+0.00mg olarak hesaplanmistir. Genel olarak kallus morfolojileri irdelendiginde
BAP’1n 2,4-D destekli kombinasyonlarda yumusak ve sarimsi kalluslar elde edilirken,
BAP’in TAA, IBA ve NAA’l1 kombinasyonlarda genelde yesil ve sert kalluslar elde

edilmistir.
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Cizelge 4.2. Juvenil yaprak eksplantlari kullanilarak BAP’1n farkli konsantrasyonlari (0.25-0.5-1.-2 mg/I)
ile oksinlerin (IAA, IBA, NAA, 2,4 D) farkl konsantrasyonlarinin (0.25-0.5-1.-2 mg/I)
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi .

Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama o
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
0251AA 36009  30.00+1.10f 3.00£0.10d Yesil. Sert, Yaprak
Kenarlarinda Kivrilmalar
0.25 BAP 0.25 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 BAP 0.50 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
' 0.50 NAA 16.00j 12.00+0.90j 1.20+0.08g Agik Yesil — Sert
0.50 2.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
1 1AA 24.00m  20.00+1.30gh 2.0040.13¢ Petiyol ucunda. Sert
Kahverengi
0.25 BAP 11BA 40.00f 70.00£1.20a 6.90+0.11a Acik Yesil. Sert
1 NAA 24.00h1 10.00£1.20j 1.00+0.10g Acik Yesil. Sert
12.4-D 4.00m 12.00+0.00d 3.00+0.00d Acik Yesil. Sert
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 BAP 2 IBA 76.00b 55.00+1.45¢ 5.20+0.14c¢ Acik Yesil, Sert
' 2 NAA 4.00m 6.00+0.00k 0.60+0.00 Kararma ve Yanma
224-D 12.00k 9.00+£2.00j 0.90+0.11g Kahverengi, Dagilgan
0.25 1AA 20.001 18.10+4.15¢g 2.00£0.10e Kahverengi-Sert gelisim durmus
Kahverengi Siyah-Sert gelisim
osopap  0251BA 20.001 23.20+2.20g 2.11+0.30e cogunda durmusg
0.25 NAA 24.00h1 35.2546.15¢ef 3.72+0.21d Kahverengi-Sert
0.252.4-D 44.00f 61.50+1.50b 6.91+0.10a Sar1-Az Sert
050 IAA  72.00c  19.00.+2.03gh 1.97£0.17¢f Koyu Yesil,Yosuna Benzer,
Sert Yapili
0.50BAP 050 IBA 32005  29.00+2.08f 2.27+0.16¢ Koyu Yesil, Yosuna Benzer,
Sert Yapili
0.50 NAA 28.00h 23.00+3.90¢g 2.04+0.42¢ Koyu Kahve, Sert Yapili
0.502.4-D 24.00h1 21.00+3.89¢g 2.73+0.31de Yesil,Sert
1 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 BAP 1IBA 12.00k 30.00+4.76ef 2.89+0.50de Koyu yesil, sert yapili
' 1 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
124-D 60.00d 51.00+4.62¢ 5.21+0.25¢ Acik Sar1 - Dagilgan
2 1AA 8.00l 15.00+1.001 1.10+0.05g Siyah-Sert gelisim tamamen
durmus
2 IBA 16.00j 68.20+2.10a 6.54+0.20b Yesil, sert gelisimleri iyi
0.50 BAP Kahverengi, ortasi sar1, sert
2 NAA 12.00k 35.80.£3.50 4.20+0.10d =0 ’
geligim normal
22.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA 16.00j 12.15+1.10j 1.5240.10f Kahverengi, sert gelisim durmus
0.25 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
1 BAP 0.25NAA  24.00hi 35.25+3.20e 3.3240.10de Siyah, sert gelisim tamamen
durmus
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
1 BAP 0.50 IBA 20.001 30.00+3.66fe 3.80+0.34d Koyu yesil-Sert Yapil
0.50 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.502.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
1 1AA 8.00I 10.00+1.76j 0.80+0.16g Koyu Yesil-Yumusak
1IBA 48.00ef 22.00+2.47¢g 1.924+0.37 ef Koyu Yesil-Yumusak
1 BAP INAA  4400f  19.00+3.83g 0.91:£0.46g Kalluslarda Kararmalar-
Yumusak
12.4-D 60.00d 52.00+5.36¢ 6.68+0.32ab Acik Sar1 - Dagilgan
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Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/1) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 BAP 2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
224-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 IBA 40.00f 20.80+0.20g 2.284+0.02 Koyu Yesil-Yumusak
2 BAP Siyah, sert gelisim tamamen
0.25 NAA 32.00g 20.30+0.18¢ 2.23+0.02 durmus
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA 40.00f 18.00+0.50h 0.69+0.05h Koyu Yesil-Yumusak
2 BAP 0.50 IBA 40.00f 18.10+0.40h 2.0040.05¢ Koyu Yesil-Yumusak
0.50 NAA 40.00f 20.35+0.50g 2.0040.05¢ Acik Yesil-Yumusak
0.50 2.4-D 80.00a 20.60+0.10g 2.18+0.01e Koyu Yesil-Az Sert
1 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
2 BAP 11BA 32.00g 21.10+£0.12¢g 2.32+0.02¢ Kahverengi-Sert
1 NAA 60.00d 5.50+0.30k 0.61+0.03h Acik Yesil-Graniiler
12.4-D 40.00f 9.90+0.25] 1.00+0.03g Koyu Sari-Az Yumusak
2 1AA 20.001 14.70+0.201 1.60+0.02hg Kahverengi-Sert
2 BAP 2 IBA 12.00k 14.80+0.001 1.6340.00hg Agik Yesil-Grantiler
2 NAA 12.00k 14.90+0.001 1.6440.00hg Agik Yesil-Grantiler
224-D 30.00g 15.50+0.301 1.7140.03hg Koyu Sari-Az Yumugak
X?(df;63) p<0.05

Veriler kiltirin 1. ve 28. gind 25 cksplantn ortalamasini_gostermektedir. Bir kolondaki farkl harfler islemin Duncan oklu
karsilastirma testine gore P<0.03 seviyesinde istatistiksel olarak farkl oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.3 irdelendiginde, kok eksplantlarindan kallus olusumu [(0.25 mg/l
Kin’in 0.25 mg/l I1AA, IBA, NAA ve 2,4-D), [(0.25 mg/l Kin’in 0.5 mg/l IAA, IBA ve
2,4-D), (0.25 mg/l Kin’in 1 mg/l NAA ve 2,4-D) (0.25 mg/l Kin’in 2 mg/l IAA, IBA ve
2,4-D), (0.5 mg/l Kin’in 0.25 mg/l IAA ve IBA), (0.5 mg/l Kin’in 2 mg/l IAA), (1 mg/l
Kin’in 0.25 mg/l IAA, IBA, NAA ve 2,4-D), (1 mg/l Kin’in 2 mg/l IAA, IBA ve 2,4-D),
(2 mg/l Kin’in 0.25 mg/l IAA), (2 mg/l Kin’in 0.5-1 ve 2 mg/l 1AA, IBA, NAA ve 2,4-
D) kombinasyonlar1] destekli MS besi ortaminda kallus olusumu gozlenmezken, en
yiiksek kallus olusumu %80 ile 1 mg/1 Kin ile 1 mg/l 2,4-D kombinasyonu destekli MS
besi ortaminda hesaplanirken, en diisiik kallus olusumu %4 ile [(0.5 mg/l Kin ile 0.5 ve
1 mg/l IAA kombinasyonu)] destekli MS besi ortaminda hesaplanmistir. Belirtilen besi
ortamlarinda kallus yas ve kuru agirliklar1 sirasiyla; 18.00+£0.43, 1.76+0.03; 10.0040.54,
1.00+0.05; 4.00+0.12, 0.39+0.05 mg olarak hesaplanmistir. En yiiksek kallus
yiizdesinin elde edildigi Kin’nin 2,4-D destekli kombinasyonlarda yumusak ve sarimsi
kalluslar elde birlikte,

kombinasyonlarindan da dagilgan ve az dagilgan kalluslar elde edilmis ise de Kin’nin

edilmistir. Bununla Kin’nin diger oksinlerle olan

2,4-D kombinasyonlarinda daha uygun tekstiirde kallus olusumu elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. Juvenil kok eksplantlari kullanilarak Kin’in farkli konsantrasyonlar1 (0.25-0.5-1.-2 mg/l) ile
oksinlerin (IAA. IBA. NAA. 2.4 D) farkli konsantrasyonlarinin (0.25-0.5-1.-2 mg/l) kombinasyonlarinin
kallus olusumuna etkisi.

Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama o
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 Kin 0.25 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 Kin 0.50 IBA - - - Kallus 'Olusumu Yok
0.50 NAA 12.00j 34.20+1.40bc 3.74+0.08¢c Yesil-Yumusak
0.502.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
1 1AA 12.00j 35.00+1.52b 3.85+0.24¢ Koyu Yesil-Yumusak
0.25 Kin 11BA 20.00g 22.00£1.40fg 2.40+0.18¢g Yesil-Yumusak
' 1 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
12.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 Kin 2 IBA - - = Kallus .Olusumu Yok
2 NAA 20.00g 20.00+£0.45¢g 2.20+0.121 Yesil-Yumusak
22.4-D - 2 - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA < - - Kallus Olusumu Yok
0.50 Kin 0.25 IBA - - - Kallus .Olusumu Yok
0.25 NAA 52.00c 32.00+1.80c¢ 1.54+0.10k Yesil-Yumusak
0.2524-D 32.00e 22.00+£0.52¢g 1.76+0.04;j Kararmalar-Yumusak
0.51AA 4.00k 10.00+0.541 1.00+0.05n Koyu Yesil-Yumusak
0.50 Kin 0.5 IBA 16.00h 15.00+0.50h 1.51+0.051 Yesil-Yumusak
' 0.5 NAA 12.00 15.00+0.43h 1.51£0.041 Kararmalar-Yumusak
0.52.4-D 16.00h 12.00+0.26 1.214+0.02m Acik Yesil-Graniiler
11AA 4.00k 4.00+0.121 0.39+0.05 Koyu Yesil — Gevrek
1IBA 16.00h 35.00+0.44b 3.50+0.04d Koyu Yesil-Sert
0.50 Kin 1 NAA 28.00f 40.00+0.25a 4.01+0.03a Sari- Yumusak
12.4-D 48.00c 25.00+0.40f 2.46+0.03 Agik Sani-Beyaz yumusak,
Dagilgan
2 1AA - - - Yesil-Yumusak
0.50 Kin 2 IBA 12.00 19.00+0.40¢g 2.09+0.041 Kararmalar-Yumusak
' 2 NAA 20.00 20.00£1.20g 2.21+0.06h Koyu Yesil-Yumusak
224-D 12.00 42.00+2.40a 4.62+0.08a Agik- Az Yumusak
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 Kin 0.25 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.5 1AA 8.00j 25.00+0.18e 2.47+0.02¢g Koyu Yesil — Gevrek
1 Kin 0.5 IBA 28.00f 40.00+0.52a 4.02+0.05a Koyu Yesil-Sert
0.5 NAA 16.00h 40.00+0.58a 4.00+0.04a Yesil-Sert
0.524-D 60.00b 12.00+0.211 1.20+0.02n Kirli Beyaz-Graniiler
11AA 12.00 20.00+0.78¢g 1.99+0.051j Koyu Yesil — Sert
1 Kin 1IBA 28.0Qf 25.00+0.43¢ 2.504+0.01f Koyu Yesil-Sert
1 NAA 8.00j 5.00+0.15k 0.50+0.010 Acik Yesil-Orta Sert
124-D 80.00a 18.00+0.43h 1.76+0.03j Sari-Yumusak Dagilgan
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 Kin 2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 NAA 40.00d 19.00+£0.44¢g 2.09+0.041 Koyu Yesil-Sert

22.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
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Cizelge 4.3. Devamu..

Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/1) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)

0.25 IAA - Kallus Olusumu Yok

2 Kin 0.25 IBA 12.001 29.00+0.68d 3.1940.05¢ Koyu Yesil-Sert
0.25 NAA 12.001 25.00+1.10f 2.75+0.08f Acik Yesil-Orta Sert
0.252.4-D 20.00g 10.00+0.501 1.10£0.04n Koyu Sari-Yumusak
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
2 Kin 0.50 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 2.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
1 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
2 Kin 1I1BA - - - Kallus Olusumu Yok
1 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
124-D - - - Kallus Olusumu Yok
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
2 Kin 2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
22.4-D - Kallus Olusumu Yok

X?(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farklt harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.4 irdelendiginde, yaprak eksplantlarindan kallus olusumu, kok
eksplantlarina gore ayni sitokinin oksinlerle kombinasyonlar1 kapsaminda kallus
olusumunda daha basarili oldugu, ancak [(0.25 mg/l Kin’in 0.25 mg/l IAA, 2,4-D; 1,2
mg/l 2,4-D; 2 mg/l IBA), (0.5 mg/l Kin’in 0.25, 0.5 mg/l IBA; 0.5, 1 mg/l NAA; 2 mg/1
2,4-D), (1 mg/l Kin’in 0.25 mg/l TAA; 2 mg/l NAA; 2 mg/l 2,4-D), (2 Kin’in 1 mg/l
IBA) kombinasyonlar1 ] destekli MS besi ortaminda kallus olusumu gézlenmezken, en
yiiksek kallus olusumu %100 ile [(0.5 mg/l Kin ile 2 mg/l IAA), (2 mg/l Kin ile 0.25
mg/l 1AA; 2,4-D), (2 mg/l Kin ile 1 mg/l 1AA; 2,4-D)] destekli MS besi ortaminda
hesaplanirken, en diisiik kallus olusumu %4 ile [(1 mg/l Kin’in 1 mg/l 1AA)] destekli
MS besi ortaminda hesaplanmigtir. Belirtilen besi ortamlarinda kallus yas ve kuru
agirliklar1 sirastyla; 84.00+£2.40, 9.26+1.45; 36.00+£6.42, 3.51+£0.42; 36.00+6.42,
3.51+0.42; 60.00+£8.45, 6.60+0.45; 69.00+£2.25, 6.11£1.14; 82.00+2.85, 7.51+1.24;
15.00+0.69, 1.51+£0.12 mg olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte kok eksplantlarina
gore yaprak eksplantlarinda, 2,4-D kombinasyonlu disindaki Kin’nin diger oksin
kombinasyonlarinda sert ve yesil tekstirlii kallus gozlenirken, Kin 2,4-D

kombinasyonlarinda genelde sarimsi ve yumusak dagilgan kallus gézlenmistir.
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Cizelge 4.4. Juvenil yaprak eksplantlari kullanilarak Kin’in farkli konsantrasyonlari (0.25-0.5-1.-2 mg/I)
ile oksinlerin (IAA.
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi.

IBA. NAA. 24 D) farkh

konsantrasyonlarmin  (0.25-0.5-1.-2  mg/I)

Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama o
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig1 (mg) Agirhig (mg)
0.25 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 Kin 0.25 IBA 60.00d 52.00+1.22f 4.80+1.45gh Acik yesil.sert
' 0.25 NAA 52.00e 61.00=1.85¢ 5.82+1.24ef Acik yesil.sert
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 Kin 0.50 IBA 52.00e 84.00+1.42b 9.20+1.24a Acik yesil.sert
' 0.50 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.502.4-D 60.00d 82.00+1.80bc 7.42+1.23cd Koyu yesil. sert
1 IAA 72.00c 82.00+2.40bc 9.12+0.92a Acik yesil.sert
0.25 Kin 1I1BA 70.00c 84.00+4.42b 9.62+0.72a Acik yesil.sert
' 1 NAA 52.00e 64.00+£2.42¢ 7.09+0.84c¢ Acik yesil.sert
12.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
2 1AA 40.00f 30.00+1.22gh 4.14+0.54¢ Koyu yesil. sert
0.25 Kin 2 IBA - - S Kallus Olusumu Yok
' 2 NAA 52.00e 92.00+2.80a 9.25+4.45a Koyu yesil. sert
224-D - : - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA 12.00j 47.00£1.901fy 5.24+1.36ef Koyu yesil. sert
0.50 Kin 0.25 IBA - - = Kallus Olusumu Yok
' 0.25 NAA 60.00d 91.00+0.40a 8.22+1.45bc Koyu yesil. sert
0.252.4-D - 5 - Kallus Olusumu Yok
0.5 1AA 8.00k 50.00+1.92f 6.47+0.59cd Koyu yesil. sert
0.50 Kin 0.5 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.5 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.524-D 8.00k 49.00+4.61f 4.53+0.25fg Beyaz renk,sert yapili
11AA 24.001 32.00£1.59gh 3.40+0.30h Acik yesil.sert
1IBA 24.001 61.00+1.80¢ 6.05+0.18cd Yesil.sert
0.50 Kin 1 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
12.4-D 56.00e  80.00+2.60b 8.0120.44b Agik sart, Yumusak,
Dagilgan
2 1AA 100.00a 84.00£2.40b 9.26+1.45a Acik yesil.sert
0.50 Kin 2 IBA 20.001 46.00+1.20fg 5.22+1.36fg Yesil,sert
' 2 NAA 32.00g 63.00£2.05¢ 7.44+0.45¢ Acik yesil,sert
224-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 Kin 0.25 IBA 40.00f 61.00+1.25¢ 6.47+1.55¢cd Acik Yesil-Gevrek
0.25 NAA 80.00b 66.00+1.82d 7.24+1.28bc Acik Yesil-Gevrek
0.252.4-D 52.00 87.00+5.20b 9.21+0.42a Acik Sari-Yumusak
0.5 1AA 8.00k 25.00+1.421 2.52+0.16 Koyu Yesil — Sert
1 Kin 0.5 IBA 36.00fg 42.00+5.05fg 4.68+0.50fg Koyu Yesil-Sert
0.5 NAA 20.001 38.00+7.50gh 3.68+0.87 Koyu Yesil-Sert
0.52.4-D 72.00c 48.00+2.08fg 4.13+0.35¢ Beyaz-Graniiler
11AA 4.001 15.00+0.69j 1.51£0.121 Koyu Yesil-Sert
1 Kin 11BA 36.00fg 32.00+4.35gh 3.3740.76g Koyu Yesil-Sert
1 NAA 12.00j 15.00+0.70j 1.54+0.061 Acik Yesil-Gevrek
124-D 84.00b 46.00+4.35fg 4.60+1.42fg Sari-Yumusak Dagilgan
2 1AA 32.00g 77.00+£4.22¢ 7.24+0.28¢ Koyu Yesil-Sert
1 Kin 2 IBA 20.001 42.00+2.24¢g 4.18+0.52¢ Acik Yesil-Gevrek
2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
224-D - - - Kallus Olusumu Yok
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Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/1) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
0.25 IAA 100.00a 36.00+6.42gh 3.51+0.42h Koyu Yesil-Sert
2 Kin 0.25 IBA 52.00e 46.00+2.24fg 4.37+0.36g Agik Yesil-Gevrek
0.25 NAA 40.00f 42.00+0.48¢ 4.54+0.16g Agik Yesil-Gevrek
0.252.4-D 100.00a 60.00+8.45¢ 6.60+0.45d Koyu Sar1 Az Dagilgan
0.50 IAA 72.00c 57.00+4.50e 6.51+1.34de Sar1 Yesil-Sert
2 Kin 0.50 IBA 60.00d 43.00+2.82fg 5.37+0.36¢ Agik Yesil-Gevrek
0.50 NAA 60.00d 48.00+6.20f 4.5240.16g Agik Yesil-Gevrek
0.50 2.4-D 12.00j 39.00+6.40fg 3.68+0.33¢g Koyu Sar1 Az Sert
1 IAA 60.00d 58.00+4.22¢ef 5.54+0.42¢ Sar1 Yesil-Sert
2 Kin 1IBA - - - Kallus Olusumu Yok
1 NAA 100.00a 69.00+2.25d 6.11£1.14d Sar1 Yesil-Sert
12.4-D 100.00a 82.00+2.85b 7.51+1.24cd Sar1 Yesil-Az Dagilgan
2 1AA 52.00e 47.00+1.24¢ 6.54+0.16d Koyu Yesil-Sert
2 IBA 60.00d 32.00+1.82h 3.60+0.45g Koyu Yesil-Sert
2 Kin 2 NAA 52.00e 43.00+7.24fg 4.51£1.21fg Sar1 Yesil-Az Dagilgan
Sar1 Yesil Az Kararma-Az
224-D 84.00b 51.0055.50f 6.37+1.32de Dagilgan
X%(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. glinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5 irdelendiginde, kok eksplantlarindan kallus olusumu [(0.5 mg/l
TDZ’nin 0.5 mg/l IAA), (1 mg/l TDZ’nin 0.25 mg/l IAA), (1 mg/l TDZ’nin 0.5 mg/l
IBA), (1 mg/l TDZ’nin 1-2 mg/l 1AA, IBA 2,4-D) kombinasyonlari] destekli MS besi
ortaminda kallus olusumu gbzlenmezken, en yiiksek kallus olusumu %90 ile [(0.25 mg/1
TDZ ile 0.5 mg/l IBA)] destekli MS besi ortaminda hesaplanirken, en diisiik kallus
olusumu %8 ile [(I mg/l TDZ’in 1 mg/l NAA)] destekli MS besi ortaminda
hesaplanmistir. Belirtilen besi ortamlarinda kallus yas ve kuru agirliklart sirasiyla;
44.904+0.40, 4.93+0.19; 21.00+£2.46, 2.51+0.21 mg olarak hesaplanmistir. Bununla
birlikte, diger bitki biiylime diizenleyecilerine gore TDZ uygulamalarinin kok
eksplantlarinda  kirmizimsi1  kalluslar olustugu gozlenirken, ayni sekilde 2,4-D
kombinasyonlu disindaki TDZ’nin diger oksin kombinasyonlarinda sert ve sar1 kirmizi
tekstiirlii kallus gozlenirken, TDZ’nin 2,4-D kombinasyonlarinda genelde kirmizi sar1

yumusak dagilgan kallus gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Juvenil kok eksplantlari kullanilarak TDZ’nin farkli konsantrasyonlar1 (0.25-0.5-1.-2 mg/I)
konsantrasyonlarmin  (0.25-0.5-1.-2  mg/l)

ile oksinlerin (IAA.

IBA. NAA. 24 D) farkh

kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi.

Bitki Biiyiime Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi Kallus (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhg (mg) Agirhi1 (mg)
0.25 1AA 60.00d 49.30+1.42d 5.42+0.23b Agik Kirmizi-Sert
025 TDZ 0.25 IBA 52.00e 44.40+1.57de 5.43+0.41b Acik Kirmizi-Gevrek
' 0.25 NAA 52.00e 49.50+0.80d 5.44+0.45b Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.252.4-D 48.00f 37.00+1.20f 4.07+0.42¢ Agik S.- Yumusak
0.50 IAA 52.00e 37.10+1.25F 4.08+0.41c Acik SariKirmizi-Sert
025 TDZ 0.50 IBA 90.00a 44.90+0.40¢e 4.93+0.19bc Agik Kirmizi-Sert
' 0.50 NAA 40.00g 19.60+0.52h 2.15+0.26de Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.502.4-D 20.001 59.00+4.84c 4.49+0.35¢ Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 1AA 20.001 23.00+0.20 2.53+0.22de Agik Kirmizi-Sert
1IBA 40.00g 20.00+0.40h 2.20+0.31de Acik Kirmizi-Gevrek
0.25TDZ 1 NAA 60.00d 27.00+1.20g 2.97+0.24de Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Agik Sar1 Kirmizi-Az
124D 40.00g 21.00£0.50h 2.31+0.85¢ Kirilgan
2 1AA 24.001 18.00+0.211 1.98+0.26¢ Agik Kirmizi-Sert
2 IBA 60.00d 53.00+1.24c¢ 5.83%0.96b Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.25TDZ 2 NAA 40.00f 47.00+£3.27de 5.17+£0.27b Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Acik Sar1 Koyu Kirmizi-Az
- B 26.00+1.46g 2.86+0.10e Yumusak
0.25 1AA 40.00g 35.00+4.50f 4.25+0.28¢ Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
050 TDZ 0.25 IBA 24.001 43.00+2.52¢ 4.03+0.35¢ Kirmizi-Az Kirilgan
' 0.25 NAA 40.00g 47.00+1.40d 5.69+0.34b Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.252.4-D 40.00g 40.00+1.21¢ 4.80+0.42bc Sar1 Kirmizi-Az Yumusak
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IBA 52.00e 54.00+£2.72¢ 5.94+082a Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.50 TDZ 0.50 NAA 80.00b 27.00+0.75g 2.97+0.45¢ Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Agik Sari, Yer Yer Kirmizi-
0.502.4-D 20.001 13.00+0.14;j 1.43+0.14f Yumusak
1 1AA 24.001 40.90+1.80e 4.49+0.91bc Acik Kirmizi-Gevrek
050 TDZ 11BA 52.00e 30.50+0.92f 3.35+0.45de Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 NAA 80.00b 57.00+4.40c 6.27+0.78ab Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
124-D 40.00g 39.90+0.82ef 4.38+0.98bc Sar1 Koyu Kirmizi-Az Sert
2 1AA 24.001 14.00£1.02j 1.44+0.26f Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 IBA 52.00e 33.00+1.25F 3.63+1.14cd Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.50 TDZ 2 NAA 80.00b 68.00+2.24a 7.48+1.49a Sari-Kirmizi-Sert
Agik Sar1 Az Kirmizi-
224D 40.00g 43.00£0.88¢  4.730.84bc Yumusak
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 TDZ 0.25 IBA 40.00g 30.00+1.50g 4.70+0.42bc Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.25 NAA 40.00g 49.80+1.28d 5.47+1.28b Sar1 Kirmizi-Sert
0.252.4-D 80.00b 36.00+0.72f 3.96+0.26¢cd Sar1 Az Kirmizi-Yumusak
0.50 IAA 40.00f 25.00+0.56g 2.75+0.85¢ Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 TDZ 0.50 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 NAA 20.001 33.00+1.24f 3.63+0.29d Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.502.4-D 60.00d 21.00+1.02h1 2.31+0.38e Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 TDZ 1I1BA - - - Kallus Olusumu Yok
1 NAA 8.00j 21.00+2.46h1 2.51+0.21e Agik Sar1 Kir.-Az Sert
12.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 TDZ 2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 NAA 40.00g 25.00+0.40¢g 3.154+0.10d Sar1 Kirmizi-Az Sert
22.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
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Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
0.25 1AA 20.001 18.00+1.241 1.98+0.51f Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.25 IBA 40.00g 16.00+0.48jk 1.76+0.24f Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 TDzZ 0.25 NAA 80.00b 63.00+=1.52b 6.93x1.11a Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Acik Sar1 Yer Yer Kirmizi-
0.2524-D 20.00: 26.00+£0.27¢g 2.86+0.47de Yumusak
0.50 IAA 20.001 36.00+1.24f 3.96+0.82cd Acik Kirmizi-Gevrek
0.50 IBA 20.001 47.00+0.85d 4.57+074cd Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 TDzZ 0.50 NAA 40.00g 32.10+£0.46f 4.13+0.05¢ Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Sar1 Koyu Kirmizi-
0.5024-D 60.00d 56.00+1.25¢ 6.16+1.22a Yumusak
1 1AA 72.00c 34.00+1.22f 3.7440.75d Sar1 Kirmizi-Az Sert
1I1BA 32.00h 12.00+0.151 1.32+0.28f Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 TDhz 1 NAA 40.00g 11.00+0.201 1.21+0.32f Sari-Kirmizi-Sert
Acik Sar1 Az Kirmizi-Az
124D 40.00g 14.00+0.82k 1.5420.41f Kirilgan
2 1AA 40.00g 44.90+£2.21d 4.23+0.92cd Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Agik Sar1 Yer Yer Kirmizi-
» D7 2 IBA 20.001 26.00+1.14 2.86:0.12¢ Sert
2 NAA 40.00g 43.00+1.24de 4.73+0.65¢cd Agik Kirmizi-Gevrek
Acik Sar1 Kirmizi-Az
2 40.00g 29.00£0.72¢ 1.99+0.29f Kirilgan
X%(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.6 irdelendiginde, kok eksplantlarindan kallus olusumuna gére yaprak

eksplantlarindan kallus olusumu daha basarilidir, sadece, [(0.5 mg/l TDZ nin 2 mg/l

2,4-D) kombinasyonu] destekli MS besi ortaminda kallus olusumu gozlenmezken, en

yiiksek kallus olusumu %100 ile [(1 mg/l TDZ ile 0.5 mg/l IBA)] destekli MS besi

ortaminda hesaplanirken, en diisiik kallus olusumu %8 ile [(1 mg/l TDZ’in 1 mg/l [AA

ve NAA) kombinasyonlari] destekli MS besi ortaminda hesaplanmistir. Belirtilen besi

ortamlarinda kallus yas ve kuru agirliklar1 sirasiyla; 26.80+0.90, 2.94+0.82; 17.8041.20,
1.954+0.88; 18.20+1.25k, 2.00+0.42 mg olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte, diger

bitki biliylime diizenleyecilerine gore yaprak -eksplantlarinda oldugu gibi TDZ

uygulamalarinda yaprak eksplantlarinda kirmizimsi kalluslar olustugu gozlenirken, ayni

sekilde 2,4-D kombinasyonlu disindaki TDZ’nin diger oksin kombinasyonlarinda sert

ve sar1 kirmizi tekstiirlii kallus gbzlenmistir.
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Cizelge 4.6. Juvenil yaprak eksplantlari kullanilarak TDZ’nin farkli konsantrasyonlari (0.25-0.5-1.-2 mg/I)
ile oksinlerin (IAA.
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi.

IBA. NAA. 24 D) farkh

konsantrasyonlarmin  (0.25-0.5-1.-2  mg/l)

Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama o
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig1 (mg) Agirhi1 (mg)
0.25 IAA 40.001 22.00+1.20 2.42+0.28f Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.95 TDZ 0.25 IBA 52.00g 45.00+4.16ef 4.95+0.85de Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
' 0.25 NAA 40.001 49.80+2.85¢ 5.47+0.82d Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.252.4-D 52.00g 45.00£1.42ef 4.95+1.05de Agik Kirmizi-Yumusak
0.50 IAA 32.00j 24.60+1.26h 2.70+0.60¢ Sar1 Kirmizi-Az Sert
025 TDZ 0.50 IBA 52.00g 50.00£2.10ef 5.50+0.50d Sar1 Kirmizi-Az Sert
' 0.50 NAA 40.001 45.60+1.25¢ef 5.01+0.63d Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.50 2.4-D 52.00g 45.80£1.20ef 5.03+0.58d Agik Kirmizi-Yumusak
1 1AA 40.001 30.00+1.50h 3.30+0.28e Sar1 Kirmizi-Az Sert
025 TDZ 1IBA 72.00c 26.40+1.22h 2.90+0.42¢ Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 NAA 20.001 21.80+1.481 2.39+0.28f Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
124D 60.00d 35.60+1.60g 3.91+0.62de Sar1 Kirmizi-Yumugak
2 1AA 80.00b 67.40+£2.72b 7.91+0.84ab Acik Kirmizi-Gevrek
025 TDZ 2 IBA 20.001 12.80+1.82 1.40+0.28fg Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
' 2 NAA 52.00g 21.40+0.76h1 2.35+0.48f Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
224-D 20.00I 9.60+0.281 1.05+0.26g Sar1 Koyu Kirmizi-Yumusak
0.25 1AA 72.00c 55.20+2.68¢ 6.07+1.20bc Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.25 IBA 44.00h 25.00+1.25h 2.75+0.25f Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.50 TDZ 0.25 NAA 40.001 42.20+1.26f 4.64+0.42de Sari-Kirmizi-Sert
Acik Sar1 Az Kirmizi-Az
0.2524D 5400k 21.20:0.801 2.33+0.22¢ Kirilgan
0.50 IAA 32.00j 17.20+1.36k 1.89+0.54ef Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
Agik Sar1 Yer Yer Kirmizi-
osotoz  OIBA L soooh 53208372 5854085 Sert
0.50 NAA 12.00n 43.80+2.45¢ef 4.81+0.38de Acik Kirmizi-Gevrek
Acik Sar1 Kirmizi-Az
05024-D 45000 42.00£120ef  4.62+0.52de Kinlgan
1 1AA 52.00g 54.60+2.64¢ 6.00+0.62¢ Sar1 Kirmizi-Az Sert
050 TDZ 11BA 68.00d 84.20+1.28a 9.26+1.02a Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 NAA 60.00e 41.20+1.41F 4.53+0.74de Sar1 Kirmizi-Az Sert
12.4-D 40.001 43.00£2.52ef 4.73+0.46de Agik Kirmizi-Yumusak
2 1AA 20.00k 42.00+1.45¢ef 4.62+0.38de Sar1 Kirmizi-Az Sert
050 TDZ 2 IBA 56.00f 26.20+0.851 2.88+0.24¢ Sar1 Kirmizi-Az Sert
' 2 NAA 16.00m 18.00+1.22k 1.98+0.68ef Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
224-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 1AA 40.001 30.80+0.85h 3.38+0.38¢ Acik Kirmizi-Gevrek
1 TDZ 0.25 IBA 40.001 41.00£1.45¢ef 4.51+0.41de Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.25 NAA 40.001 20.60+0.451 2.26+0.60ef Agik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.252.4-D 60.00e 51.00+1.35d 5.61+1.02d Sar1 Koyu Kirmizi-Yumugak
0.50 IAA 60.00e 45.20+1.20e 4.97+0.26¢ Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
050 IBA  100.00a  26.80+0.901 29410824 Aok San Ygzzer Kirmuzi-
LTDZ  h50NAA  32.00] 16.6040.50k 1.8220.62f Acik Kirmizi-Gevrek
Agik Sar1 Kirmizi-Az
0.5024-D 45 g 17.600.70k 1.9320.46f Kirilgan
1 1AA 8.000 17.80+1.20k 1.95+0.88f Sar1 Kirmizi-Az Sert
1IBA 12.00n 18.00+0.60k 1.98+0.28f Sar1 Kirmizi-Az Sert
1 TDzZ 1 NAA 8.000 18.20+1.25k 2.00+0.42f Sar1 Kirmizi-Az Sert
124D Acik Kirmizi-Yumusak Az
) 12.00n 18.40+1.40k 2.02+0.54f Dagilgan
2 1AA 20.001 26.60+0.801 7.32+0.56b Acik Kirmizi-Gevrek
1 TDZ 2 IBA 52.00g 27.20+1.10ht 2.99+0.92ef Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 NAA 12.00n 11.00+0.201 1.21+0.11g Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
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22.4-D 40.001 19.60+0.80y 2.15+0.68f Sari, K. Kirmizi-Yumusak
Cizelge 4.6. Devamu..
Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/1) Agirhigi (mg) Agirhig1 (mg)
0.25 1AA 60.00e 65.00+1.42b 9.50+1.24a Acik Sar1 Kirmizi Sert
Agik Sar1 Yer Yer Kirmizi-
) D7 0.251BA  2500f  19.00£1.22 2.0940.45f Sert
0.25 NAA 40.001 24.20+1.84h 2.66+0.82ef Acik Kirmizi-Gevrek
Acik Sar1 Kirmizi-Az
02524D 5001 112000911 1.2340.32¢ Kinlgan
0.50 IAA 32.00j 12.00£1.12 1.32+0.24f Acik Kirmizi-Gevrek
2 TDZ 0.50 IBA 32.00j 9.60+0.811 1.05+0.56f Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.50 NAA 40.001 22.00£1.471 2.42+0.24ef Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
0.502.4-D 32.00j 16.20+1.32] 1.78+0.52f Sar1 Koyu Kirmizi-Yumusak
1 IAA 40.001 30.40+0.48h 3.34+0.54¢ Sar1 Kirmizi-Az Sert
1I1BA 32.00j 33.20+2.12gh 3.65+0.72¢ Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 TDZ 1 NAA 40.001 24.60+0.96h 2.70+0.66ef Sar1 Kirmizi-Az Sert
124D . Acik Kirmizi-Yumusak Az
: 32.00j 12.00=0.841 1.32+0.22f Dagilgan
2 1AA 20.001 10.00+0.281 1.10+0.21g Sar1 Kirmizi-Sert
> TDZ 2 IBA 20.001 23.80+1.841 2.61+0.88ef Sar1 Kirmizi-Az Sert
2 NAA 40.001 28.40+2.42gh 3.12+0.84ef Acik Sar1 Kirmizi-Az Sert
224-D 32.00j 16.00+0.50k 1.76+0.28fg Sar1 Kirmizi-Az Yumusak
X%(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. glinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7 irdelendiginde, kok eksplantlarindan kallus olusumu [(0.25 mg/l 2-
[P’nin 0.25 mg/1 IAA), (0.25 mg/1 2-IP’nin 0.5 mg/l IAA), (0.5 mg/l 2-IP’nin 0.25 mg/l
IAA ve 2,4-D), (0.5 mg/l 2-1P’nin 1 mg/1 IBA), (0.5 mg/1 2-IP’nin 2 mg/l IAA), (1 mg/I
2-IP’nin 1 mg/l IAA ve 2,4-D), (2 mg/l 2-IP’nin 0.5 mg/l TAA ve IBA)
kombinasyonlari] destekli MS besi ortaminda kallus olusumu gézlenmezken, en yiiksek
kallus olusumu %72 ile [(0.5 mg/l 2-IP ile 2 mg/l 2,4-D)] destekli MS besi ortaminda
hesaplanirken, en diisiik kallus olusumu %38 ile [(0.5 mg/l 2-IP ile 0.5 mg/l IAA; 1 mg/1
IAA, 2,4-D)] destekli MS besi ortaminda hesaplanmistir. Belirtilen besi ortamlarinda
kallus yas ve kuru agirliklar sirasiyla; 56.10£1.92, 6.17+1.04; 6.00+£0.05, 0.66+0.45;
5.00+£0.16, 0.55+£0.76; 19.70+£0.52, 2.36+0.47 mg olarak hesaplanmistir. Bununla
birlikte kok eksplantlarina goére yaprak eksplantlarinda, 2-IP’nin 2,4-D’li
kombinasyonlar1 digindaki diger oksin kombinasyonlarinda sert ve yesil tekstiirlii kallus
gozlenirken, 2-1P ile 2,4-D kombinasyonlarinda genelde daha iyi tekstiirde kallus

gbzlenmistir.
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Cizelge 4.7. Juvenil kok eksplantlart kullanilarak 2-IP’nin farkli konsantrasyonlar: (0.25-0.5-1.-2 mg/I)
ile oksinlerin (IAA.
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi.

IBA. NAA. 24 D) farkh

konsantrasyonlarmin  (0.25-0.5-1.-2  mg/l)

Bitki Biiyiime Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi Kallus (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig1 (mg) Agirhig (mg)
0.25 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 IBA 20.00g 32.00+1.48cd 3.5240.12bc Cok Acik Sari-Sert
0.25 2-1P 0.25 NAA 20.00g 11.00+0.42h1 1.2140.22ef Sar1-Az Sert
Beyazims1 Sari-Az
02524D 50009  22.00:1.14fg  2.42+0.46d Yumusak
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 2-|P 0.50 IBA 20.00g 26.00+2.12f 2.86+0.17cd Acik Sar1-Az Sert
' 0.50 NAA 32.00e 27.00+0.88f 3.9740.46bc Sar1-Az Sert
0.50 2.4-D 32.00e 12.00+0.341 1.32+0.12de Sari-Az Yumusak
1 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 2-|P 11BA 12.001 20.00+1.10fg 2.2140.23d Agik Sari-Sert
' 1 NAA 12.001 21.00+1.23fg 2.31+0.34d Sar1-Az Sert
12.4-D 32.00e 37.00+£2.12¢ 5.17+0.59ab Sarimsi-Az Yumusak
2 1AA 20.00f 17.00+0.56h 1.87+0.17de Sar1 Sert
0.25 2-1P 2 IBA 20.00f 42.00+0.72b 5.92+0.62ab Acik Sari-Sert
' 2 NAA 32.00e 17.00£0.16h 1.87+0.32de Sar1-Az Sert
224-D 32.00e 27.00+0.54f 2.97+0.32cd Sari-Az Yumusak
0.25 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 2-1P 0.25 IBA 36.00d 55.00+1.12a 5.25+0.28ab Sar1 Sert
' 0.25 NAA 36.00d 41.00+1.07b 4.51+0.72b Agcik Sari-Sert
0.252.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IAA 8.00j 6.00+0.05k 0.66+0.45 Sar1-Az Sert
0.50 2-1P 0.50 IBA 20.00g 5.00+0.07k 0.55+0.82h Agik Sari-Sert
' 0.50 NAA 36.00d 11.32+0.52 1.24+0.13e Sar1-Az Sert
0.502.4-D 12.00 2.00+0.211 0.22+40.351 Acik Sari-Az Dagilgan
1 1AA 8.00j 5.00+0.16k 0.55+0.76h Agcik Sari-Sert
0.50 2-1P 1IBA - - - Kallus Olusumu Yok
' 1 NAA 12.001 9.00+0.62j 0.99+0.08f Sar1-Az Sert
124-D 8.00j 19.70+0.52fg 2.36+0.47cd Sari-Az Yumusak
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 2-1P 2 IBA 32.00e 29.50+1.24d 3.24+0.85bc Acik Sari1-Az Sert
' 2 NAA 40.00c 34.30+1.27cd 3.77£0.63bc Sar1-Az Sert
224-D 72.00a 56.10+1.92a 6.17+1.04a Sari-Az Yumusak
0.25 1AA 12.001 24.00+1.15F 2.64+0.52cd Sar1-Az Sert
1 2-1p 0.25 IBA 40.00c 43.00+2.15b 4.73£1.68b Acik Sari-Sert
0.25 NAA 20.00g 26.00+0.87¢ 2.86+0.67cd Sar1-Az Sert
0.252.4-D 40.00c 27.00+2.05¢ 2.97+0.42cd Acik Sari-Az Yumusak
0.50 IAA 20.00g 18.00+0.87h 1.98+0.32d Sar1 Yesil-Az Sert
1 2-1p 0.50 IBA 40.00c 55.00+2.12a 6.05+1.23a Acik Sar1-Az Sert
0.50 NAA 20.00g 37.00+1.20¢ 4.07+1.71b Sar1-Az Sert
0.50 2.4-D 40.00c 11.00+1.94h1 1.2140.16ef Sari-Az Yumusak
1 1AA 12.001 37.00£1.26¢ 4.07£1.32b Acik Sar Yesil-Sert
1 2-1p 1IBA - - - Kallus Olusumu Yok
1 NAA 12.001 17.00+0.83h 1.87+0.37de Sar1 Kahverengi-Az Sert
124-D - - - Kallus Olusumu Yok
2 1AA Sar1 Yesil Kahverengi-Az
12.001 32.00+1.22d 3.52+1.22¢ Sert
1 2-1P 2 IBA 40.00c 17.00+1.06h 1.87+0.31de Acik Sar1-Az Sert
2 NAA 40.00c 20.00+0.45fg 2.20+0.87cd Sar1-Az Sert
22.4-D 32.00f 34.00+1.67cd 3.74+0.22¢ Sar1 Yesil-Az Sert
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Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/1) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
0.25 IAA 20.00g 7.00+0.64jk 0.77+0.09h Sar1 Yesil-Az Sert
0.25 IBA 40.00c 8.00+0.82jk 0.88+0.06g Agcik Sar1-Az Sert
2-1P 0.25 NAA 20.00g 22.00+1.48f 2.42+0.22d Sar1-Az Sert
Agik Sar1 Yesilimsi-Az
0.2524D 45 00¢ 23.00+1.24f 2.5340.65d Yumusak
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 2-1P 0.50 NAA 20.00g 13.10+1.24h1 1.4340.32¢ Sar1 Kahverengi-Az Sert
Acik Sar1 Yesil-Az
05024-D  4500c  26.00:133¢  2.86+0.74cd Dagilgan
1 1AA 20.00g 12.30+0.56h1 1.3240.16ef Agik Sari-Sert
1IBA 20.00g 13.00+0.82h1 1.43+0.18¢ Sar1 Yesil-Sert
2 2-1P 1 NAA 40.00c 28.4042.24¢ 3.08+0.27¢ Sar1 Kahverengi-Az Sert
124D Agik Kahverengi-Az
' 60.00b 37.00£1.14¢ 4.09+1.17bc Yumusak Dagilgan
2 1AA 20.00g 24.30+1.81ef 2.64+0.47d Acik Yesil-Sert
2 IBA 40.00c 16.40+1.33h 1.76+0.12¢ Sar1 Yesil-Sert
2 2-1P 2 NAA 40.00c 17.20+1.26h 1.87+0.17¢ Sari-Az Sert
224D Sar1 Yesil-Az Yumusak
' 60.00b 37.10£2.57¢ 4.07+1.02bc Az Dagilgan
X?(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. giinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.8 irdelendiginde, yaprak eksplantlarindan kallus olusumu [(0.25 mg/I
2-1P’nin 0.25 mg/l IAA) , (0.25 mg/1 2-IP’nin 0.5 mg/1 IAA), (0.25 mg/l 2-IP’nin 2 mg/I
NAA), (0.5 mg/l 2-IP’nin 0.25 mg/l IAA, IBA, NAA), (0.5 mg/l 2-IP’nin 0.5 mg/1 IBA,
2,4-D), (0.5 mg/l 2-IP’nin 1 mg/l IBA), (0.5 mg/l 2-IP’nin 2 mg/1 IBA, 2,4-D), (1 mg/l
2-IP’nin 1 ve 2 mg/l IAA, IBA, NAA ve 1 mg/l 2,4-D),] kombinasyonlar: ile destekli
MS besi ortamlarinda gézlenmemistir. En yiiksek kallus olusumu %88 ile [(0.5 mg/l 2-
IP ile 2 mg/l IAA)] destekli MS besi ortaminda hesaplanirken, en diisiik kallus olusumu
%12 ile [(0.25 mg/l 2-IP ile 0.25 mg/l NAA), (0.25 mg/l 2-IP ile 1 mg/l IAA), (0.25
mg/l 2-IP ile 0.5 ve 2 mg/l IBA), (0.50 mg/l 2-IP ile 0.25 mg/l 2,4-D), (1 mg/l 2-IP ile
0.25 mg/l IAA), (1 mg/l 2-IP ile 2 mg/l 2,4-D), (2 mg/l 2-1P ile 0.25 mg/l IAA), (2 mg/l
2-IP ile 1 mg/l NAA)] destekli MS besi ortamlarindan elde edilmistir. En yiiksek kallus
olusumunun elde edildigi besi ortaminda kallus yas ve kuru agirliklar1 sirasiyla;
61.0042.26, 5.61+0.67 mg olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte kdk eksplantlarinda
oldugu gibi yaprak eksplantlarinda da 2-IP’nin 2,4-D’li kombinasyonlar1 disindaki diger
oksin kombinasyonlarinda sert ve sar1 yesil tekstiirlii kallus olusumu gozlenirken, 2-I1P

ile 2,4-D kombinasyonlarinda genelde daha iyi tekstiirde kallus gézlenmistir.
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Cizelge 4.8. Juvenil yaprak eksplantlar1 kullanilarak 2-IP’nin farkli konsantrasyonlar1 (0.25-0.5-1.-2
mg/l) ile oksinlerin (IAA. IBA. NAA. 2.4 D) farkli konsantrasyonlarimin (0.25-0.5-1.-2 mg/l)
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkisi.

Bitki Biiyiime Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi Kallus (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/l) Agirhig (mg) Agirhi1 (mg)
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 IBA 20.00k 42.00+1.24f 4.62+0.05de Sar1-Az Sert
Sar1 Kahverengi-Az
0.252-1P 0.25 NAA 12.001 15.00£0.45n  2.05+0.24gh Yumugak
Sar1 Kahverengi-Az
0.2524-D 50 ook 49.00£1.65¢  5.39:0.45d Yumugak
0.50 IAA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 IBA 12.001 7.00+0.24r 0.94+0.52j Acik Sar1-Az Sert
0.252-1P 0.50 NAA 20.00k 34.00£1.56gh 2.64+0.24fg Sar1-Az Sert
Sar1 Kahverengi-Az
0.502.4-D 40.00g 59.00+1.52b  5.39+0.62bc Yumusak
1 1AA 12.001 9.00+0.34p 1.3240.14h1 Sar1 Yesil-Az Sert
0.25 2-1P 1IBA 20.00k 39.00+2.17¢g 2.0940.31gh Acik Sari-Az Sert
' 1 NAA 20.00k 42.00+1.14 1.3240.17h1 Sar1-Az Sert
12.4-D 72.00c 57.00+1.44b 5.72+0.63¢ Sari-Az Yumugak
2 1AA 20.00k 38.00+1.38gh 1.984+0.17gh Acik Sari-Az Sert
2 IBA 12.001 12.00+0.440 1.7240.861 Sar1-Az Sert
0.25 2-IP 2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
224D Sar1 Kahverengi-Az
' 72.00c 65.00+2.34a 7.15+1.04a Yumugak Kirilgan
0.25 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
0.50 2-1P 0.25 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
Sar1 Kahverengi-Az
S 24D 12.001 14.0040.62n 1.54£0.29h Yumusak
0.50 IAA 40.00g 48.00+2.54¢ 3.08+0.49ef Sar1 Yesil-Az Sert
0.50 2-1P 0.50 IBA - - - Kallus Olusumq Yok
0.50 NAA 64.00d 51.00+1.26de 5.28+1.17bcd Sar1 Kahverengi-Sert
0.502.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
1 1AA 24.00j 38.00+0.74gh 4.18+0.74de Sar1 Yesil- Sert
0.50 2-1P 11BA - - - Kallus Olusumu Yok
1 NAA 64.00d 58.00+3.12b 6.05+1.12bc Acik Sari-Az Sert
12.4-D 28.001 43.00£1.33f 4.73+0.78de Sari-Az Yumusak
2 1AA 88.00a 61.00+2.26ab 5.61+0.67bc Sar1 Yesil-Az Sert
0.50 2-1P 2 IBA - - - Kallus Qlusumu Yok
2 NAA 60.00e 65.00+1.17a 7.15+0.73a Yesil-Az Sert
224-D - - - Kallus Olusumu Yok
0.25 IAA 12.001 15.00+0.76n 1.65+0.13h Sar1 Yesil-Az Sert
1 2-1p 0.25 IBA 32.00h 26.00+1.1315 3.52+0.29¢ Acik Sar1-Az Sert
0.25 NAA 20.00k 30.00+0.831 3.314£0.47¢ Sar1 Kahverengi-Az Sert
0.252.4-D 80.00b 52.00+2.83de 5.72+1.19bc Sar1-Az Yumugak
0.50 IAA 32.00h 35.00+£1.23h 3.85+0.25¢ Sar1 Kahverengi-Sert
1 2-1p 0.50 IBA 60.00e 52.00+2.43de 4.40+1.36de Sar1 Yesil- Az Sert
0.50 NAA 20.00k 47.00+1.27¢ 1.87+0.27gh Sar1 Kahverengi-Sert
0.502.4-D 32.00h 45.00+1.14ef 3.85+0.86e Sar1 Kahverengi- Az Sert
1 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 2-1p 11BA - - - Kallus Olusumu Yok
1 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
12.4-D - - - Kallus Olusumu Yok
2 1AA - - - Kallus Olusumu Yok
1 2-1p 2 IBA - - - Kallus Olusumu Yok
2 NAA - - - Kallus Olusumu Yok
22.4-D 12.00l 25.00£0.34k 2.75+0.53ef Sar1 Kahverengi-Az Yumusak
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Bitki Biiyiime Kallus Ortalama Ortalama
Diizenleyicisi (%) Kallus Yas Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
Kombinasyonu (mg/1) Agirhig1 (mg) Agirhig1 (mg)
0.25 1AA 12.001 22.00+0.261 2.42+0.38ef Sar1 Yesil- Az Sert
0.25 IBA 40.00g 38.00£1.15gh 4.2940.77de Agcik Sar1-Az Sert
2 2-1P 0.25 NAA 32.00h 23.00+0.26k 2.53+0.83fg Sar1-Az Sert
Sar1 Kahverengi-Az
0.2524-D 52.00f 40.00£126g  4.40-0.36de Yumusak
0.50 IAA 32.00h 28.00+0.421j 3.08+0.37ef Sar1 Yesil- Az Sert
0.50 IBA 52.00f 41.00+1.56g 3.4140.78¢ Agcik Sar1-Az Sert
2 2-1P 0.50 NAA 52.00f 48.00+1.48¢ 5.28+0.74bc Sar1-Az Sert
Sar1 Kahverengi-Az
0.502.4-D 32.00h 35.00+0.96 3.85+0.42¢ Yumusak
1 1AA 60.00d 53.00+1.17d 5.80+1.18bc Acik Sari-Sert
11BA 32.00h 38.00+0.34gh 4.18+0.57de Sar1 -Sert
2 2-1P 1 NAA 12.00I 18.00+1.33m 1.98+0.42¢g Sar1 -Az Sert
124-D Agik Sar1 Kahverengi-Az
' 72.00c 48.00+0.87¢ 5.28+1.03bed Dagilgan
2 1AA 32.00h 31.00£2.071j 3.414+0.85¢ Agcik Sari-Sert
2 IBA 40.00g 41.00+2.18¢g 4.51+£0.87de Sar1 Yesil-Sert
2 2-IP 2 NAA 60.00d 52.00+1.02d 5.72+1.13bc Sar1 Kahverengi-Az Sert
224-D Acik Kahverengi-
) 72.00c 56.00+0.84¢ 5.83+1.34bc Yumusak Az Dagilgan
X?(df;63) p<0.05

Veriler kiiltiiriin 1. ve 28. glinii 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan g¢oklu
karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Kok ve yaprak kallus olusturma ¢aligsmalar1 genel olarak irdelendiginde, denenen
sitokinin ve oksin kombinasyonlar1 arasinda maksimum %100 kallus olusturma orani

gbzlenirken bazi sitokinin oksin kombinasyonlarinda ise kallus olusumu

gozlenmemistir.

Sekil 4.3. Juvenil sakiz (P. lentiscus L.) bitkisine ait aksenik koklerden kallus eldesi A. 1 mg/l Kin 1 mg/I
2,4 D iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohum kokenli juvenil kokler, Bar: 0.9 cm., B. Kiiltiiriin
42. glininde 1 mg/l Kin 1 mg/l 2,4 D igeren MS besi ortaminda bulunan kdklerden gelisen kalluslar, Bar:
1.2cm.

Bununla birlikte, sitokininlerin IAA, IBA ve NAA kombinasyonlarinda sari-
yesil-kirmiz1 ve beyaz tonlarda yer yer kararma gosteren sert tekstiirlii kallus olustugu

gozlenirken, sitokininlerin 2,4-D’li konsantrasyonlarinda sar1, yuamusak ve dagilgan bir
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tekstiirde kallus olusu gozlendi Ancak denenen tiim sitokinin ve oksin kombinasyonlari
arasinda hem kok (Sekil 4.3) hem de yaprak cksplantlarinda (Sekil 4.4) hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin eldesi i¢in kullanilabilecek en uygun kallus olusumu (sar1
yumusak ve dagilgan tekstiirde) 1 mg/l Kin ile 1 mg/l 2,4D destekli MS besi ortamindan

elde edilmistir.

Sekil 4.4. Juvenil sakiz (P. lentiscus L.) bitkisine ait aksenik yapraklardan kallus eldesi A. 1 mg/l KiN 1
mg/l 2,4 D igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohum kokenli juvenil yaprak eksplantlari, Bar: 0.9

cm., B. Kiiltiiriin 42. giiniinde yapraklardan gelisen kalluslar, Bar: 1 cm.

4.2.2. Kallus kiiltiirlerinin gelisiminin optimizasyonu ¢alismalarina ait bulgular ve
tartisma
4.2.2.1. Farkh besi ortam tipinin etkisine ait bulgular

Juvenil kok ve yaprak eksplantlarindan olusturulan kallus dokularmin en iyi
gelisim ortamlarinin tespit edilmesi amaciyla kok ve yaprak kokenli kallus dokulart tam
giiclendirilmis MS, SH, Gamborg-B5 ve WPM besi yerlerinin kullanildigi ortamlarda
kiiltiire alinmiglardir. Bu ortamlarda kiiltlire alinan kallus dokularinin gelisimlerini ifade
etmek igin; kallus morfolojileri, ortalama yas ve kuru agirlik sonuglar1 kok i¢in Cizelge
4.9 ve yaprak icin Cizelge 4.10’de verilmistir. Kallus dokularinin gelisimine ait
sonuclar ise Sekil 4.3’te verilmistir.

4 haftalik kiiltiir gelisimi sonrasinda farkli besi ortam tiplerini igeren ortamlarda
biiyiimeye birakilan kok eksplantlarmin  gelisimleri  incelendiginde, kallus
eksplantlarinin yas (0.360+£0.010 mg) ve kuru agirlik (0.035+0.010 mg) ortalamalar1
bakimindan en yiiksek degerlerin, WPM besi yerinin kullanildigi ortamdan elde edildigi
fakat bu ortamlarda gelisen kalluslarda hacimce elde edilen biiyiimeyi kararmalarin
takip ettigi gozlenmistir. Yine ayni sekilde Gamborg-B5 besi ortami kullanilan

ortamlarda gelisen kalluslarda da kararmalar oldugu ve bu kalluslarin sert bir yap1
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gosterdigi tespit edilmistir. SH besi yerinin kullanildigi ortamda gelisen kalluslar da
yine kahverengilesen ve sert yapidaki kalluslar olugsmustur. Kallus taze (0.177+0.003
mg) ve kuru agirliklart (0.018+0.002 mg) bakimindan nispeten daha diisiik degerler
gosterse de MS besiyeri ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin morfolojik olarak istenilen

nitelikte (sar1 ve sert olmayan) oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Juvenil kok kalluslarinin geligimi {izerine farkli besi ortamlarinin (Her biri 1 mg/l Kin + 1
mg/l 2,4 D destekli MS, SH, B5 ve WPM) etkisi

Kallus Ortalama Kallus Ortalama .
Farkh Besi ortamm Gelisimi Yas Agirhig (mg) Kallus Kuru Kallus Morfolojisi
d $ASIASLUNE)  Agirhg (mg)
MS (Kontrol) 100.00+0.00a 0.177+0.003 d 0.018+0.002 a Koyu Sari-Yumusak
SH 100.00+0.00a 0.210+0.005 ¢ 0.020+0.005 a Kahverengi, sert
Sari-kahve,gogunda
Gamborg-B5 100.00+0.00a 0.310+0.005 b 0.025+0.010 a Kararmalar var, sert
Hepsinde kararma var
WPM 100.00+0.00a 0.360+0.010 a 0.035+£0.010 a ancak hacimce biiyiime

gozlendi

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslar irdelendiginde, en yiiksek ortalama
kallus taze (0.640+0.005 mg) ve kuru agirlik (0.075+£0.015 mg) degerleri Gamborg-B5
besi yerinde gelisen kallus dokularindan elde edilmistir. Fakat bu kalluslarin morfolojik
olarak kahverengimsi ve sert yapida oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 sekilde SH besi
ortaminda gelisen kalluslarin da MS ortaminda gelisen kalluslardan taze ve kuru
agirlikca daha yiiksek miktarda oldugu, ancak bu ortamlarda kiiltiire birakilan kallus
yapilarinin benzer sekilde kahverengi ve sert bir dokuda oldugu ve alt kiiltiirlemelerde
bu oOzelliklerini yitirmedikleri tespit edilmistir (Sekil 4.3 A-H). Dolayis: ile bu
caligmada MS besi ortaminda gelisen kalluslarin taze (0.460+0.030 mg) ve kuru agirlik
(0.043+£0.05 mg) bakimindan daha diisiik degerlere sahip olsalar dahi morfolojik
yonden istenen Ozellikte kalluslar olusturdugu ve yapilan alt kiiltiirleme calismalarinda

bu 6zelliklerini koruduklari gozlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Juvenil yaprak kalluslarinin gelisimi tizerine farkli besi ortamlarinin (MS, SH, B5 ve WPM)
etkisi.

Kallus Ortalama Kallus Ortalama Kallus

Farkh Besi ortamu Gelisimi Yas Agirh (mg) Kuru Agirhg (mg) Kallus Morfolojisi
MS (Kontrol) 100.00+0.00a 0.460+0.030b 0.043+0.05 ¢ Sari, yumusak
SH 100.00+0.00a 0.480+0.010 b 0.050+0.010 b Sari-kahverengi, sert
Gamborg-B5 100.00+0.00a 0.640+0.005 a 0.075+0.015 a Sari-kahverengi, sert
WPM 100.00+0.00a 0.190+£0.010 ¢ 0.006+0.001 d Koyu kahverengi, sert

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gére P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir
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Sekil 4.3. Farkli besi ortamlarinda (MS, SH, B5 ve WPM) kiiltiire alinan juvenil kok ve yaprak kallus
dokularinin gelisimi A. Gamborg ortaminda gelisen kok kalluslari, Bar: 1 cm., B. Gamborg ortaminda
gelisen yaprak kalluslari, Bar: 0.9 cm., C. SH ortaminda gelisen kok kalluslari, Bar: 0.9 cm., D. SH
ortaminda gelisen yaprak kalluslari, Bar: 1.1 cm., E. WPM ortaminda gelisen kok kalluslari, Bar: 1.1 cm.,
F. WPM ortaminda gelisen yaprak kalluslari, Bar: 0.9 cm., G. MS ortaminda gelisen kok kalluslari, Bar:
1.1 cm., H. MS ortaminda gelisen yaprak kalluslari, Bar: 1.2 cm.
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4.2.2.2. Farkh besi ortamm kuvvetlerinin etkisine ait bulgular

Juvenil kok ve yaprak eksplantlarindan olusturulan kallus dokularinin en iyi
gelisim ortamlarinin tespit edilmesi amaciyla, kok ve yaprak kokenli kallus dokulari
farkli besin ortamu (1/4- 1/2- 1 ve 2) kuvvetlerine ayarlanan besi ortamlarinda kiiltiire
alinmigtir. Farkli besi ortami1 kuvvetlerinin kallus gelisimi, ortalama yas ve kuru agirlik
ile kallus morfolojileri {izerine etkisinin incelendigi sonuglar sirasiyla kok igin Cizelge
4.11 ve yaprak icin Cizelge 4.12’de sunulmustur.

Cizelge 4.11°de sunulan sonuglar irdelendiginde test edilen parametreler
arasinda kallus gelisim oran1 en yiiksek %80 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren %
kuvvetteki MS, 1 tam kuvvetteki MS ve 1 tam kuvvetteki SH besi ortamlarinda
gozlenirken, en diisiik kallus rejenerasyon orant %24 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D
iceren Y4 ve '2 kuvvet Gamborg besi ortamlarindan elde edildi. Calisilan farkh
kuvvetteki besi ortamlarinda taze ve kuru agirliklart arasinda da diger denemelerde
oldugu gibi genellikle bir korelasyon gozlendi. Tiim parametreler i¢inde en yiiksek taze
agirlik 1856.75+17.18 mg ile 1 mg/1 Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren tam kuvvetteki MS besi
ortamindan elde edilirken, buna bagl olarak en yiiksek kuru agirlik 241.37+22.25 mg
ile yine aym ortamdan elde edildi. Yapilan bu c¢alismada, kallus olusturma
calismalarinda oldugu gibi en basarili sonuglar, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin

yapilabilmesi i¢in tam kuvvetteki MS besi ortamindan elde edildi.

Cizelge 4.11. Kok eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli besi ortami tipi ve
kuvvetlerinin etkisi.

Besi Besi

Ortam Ortami GKezlii"iu;i AK'aIiuvs Taze ;fvalllu§ Kuru Kallus Morfolojisi
Tipi Kuvveti $ girhg (mg) girhg (mg)
1/4 76 a 803.57+58.31 ¢ 104.46+7.58 b Kahverengi-Dagilan
1/2 80a 1255.10£75.85 b 163.16+9.86 b Sar1 Az Kahverengi Dagilan
MS 1 80a 1856.75£17.18 2 241.37+22.25a Sart Agik Sar- Iyi Derecede
Dagilan
2 28¢e 231.71£25.08 ¢ 30.12+3.26 d Kararma-Az Dagilan
Ya 28¢e 157.14+23.77 £ 20.42+3.09 d Kahverengi-Orta Kararma-Dagilan
SH 1/2 40 c 103.11+11.23 f 13.39+1.33 ¢ Kararmig-Az Dagilan
1 80 a 276.00+£36.03 e 35.88+4.68 d Kahverengi-Sert
2 36d 206.66+23.92 e 26.86+3.10d Kararma-Sert
1/4 24 e 336.66+21.08 d 43.76+2.74 ¢ Kahverengi-Kararma-Az Dagilan
Gamborg 1/2 24 e 241.66+42.53 e 31.41+5.52 ¢ Kahverengi-Kararma-Az Dagilan
1 40 c 130.26+24.42 f 17.42+1.21 e Kararma-Az Dagilan
2 40c 86.25+12.24 ¢ 11.25+t1.46 ¢ Kararma- Az Dagilan
1/4 44 c 149.28+11.74 £ 19.40+1.52 ¢ Az Kararmig-Dagilan
WPM 1/2 40 c 65.21+12.20 g 8.45+1.25 f Kararmig- Az Dagilan
1 76 a 447.36+45.47 d 58.15£591 ¢ Kahverengi-Orta Kararma-Dagilan
2 68 b 186.47+14.42 f 24.24+1.87d Kahverengi-Orta Kararma-Dagilan

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan g¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.12°de sunulan sonuglar irdelendiginde test edilen parametreler
arasinda kallus gelisim orani en yiiksek %100 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren tam
kuvvetteki MS ile tam ve iki kat kuvvetteki Gamborg besi ortaminda gézlenirken, en
diisiik kallus rejenerasyon orant %64 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren ¢eyrek ve iki
kat kuvvetteki WPM, ceyrek, tam ve iki kat kuvvetteki SH, ¢eyrek ve yarim kuvvetteki
Gamborg besi ortamlarinda elde edildi. Calisilan farkli kuvvetteki besi ortamlarinda
taze ve kuru agirliklari arasinda genellikle bir korelasyon gozlendi. Ozellikle ¢alisilan
biitiin kombinasyonlarda kuru agirligin taze agirligin ortalama %10’ a yakin civarinda
oldugu rapor edildi. Bu kapsamda ¢aligilan tiim parametreler i¢inde en yiiksek taze
agirhik 244.30+£18.86 mg ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren yarim kuvvetteki
Gamborg besi ortaminda elde edilirken, buna bagli olarak en yiiksek kuru agirlik
34.16£2.64 mg ile yine ayni ortamda elde edildi. Yapilan bu ¢aligmada, her ne kadar
kallus olusturma caligmalarinda oldugu gibi en basarili sonuglar MS yerine Gamborg
besi ortamindan elde edilse de, elde edilen kalluslarin kararmasi ve daha sert bir yap1
arz etmesi nedeniyle tercih edilmedi ve 2. sirada en yiiksek kallus agirligi elde edilen
tam kuvvetteki MS ortamu1 her iki eksplant icin en 1yi kallus gelistirme besi ortami

olarak kullanild.

Cizelge 4.12. Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine besi ortamu tipi ve kuvvetlerinin
etkisi.

Besi Ortam  Besi Ortamm Ka.ll.us‘ Kallus Taze Kallus Kuru S
- . Gelisimi o e D Kallus Morfolojisi
Tipi Kuvveti (%) Agirhg (mg) Agirhg (mg)
1/4 84b 76.40+9.64 ¢ 10.69+1.34 ¢ Kararma-Dagilgan
MS 1/2 84b 69.60+4.26 ¢ 9.7440.59 ¢ Az Kararma-Dagilgan
1 100 a 119.75+£ 26.74 b 16.76+3.74 b Sar1 Kahverengi-Dagilgan
2 84b 99.00+8.91 be 13.86+1.24bc Az Kararma-Dagilgan
1/4 64 c 62.50+£7.48 ¢ 8.75+1.04 ¢ Kararma-Dagilgan
1/2 84b 86.33+13.53 ¢ 12.08+1.89 ¢ Kararma- Dagilgan
SH 1 64.c 81.25+10.87 ¢ 11.37+1.52 ¢ Az San Kahverengi- Az
Kararma- Dagilgan
2 64 c 93.33+8.76 ¢ 13.06+1.22 ¢ Kararma- Dagilgan
1/4 64 c 78.80+£7.63 ¢ 11.03£1.06 ¢ Kararma- Dagilgan
12 64.c 24430+18.86a  34.16£2.64a Orta San Kahverengi-Az
Gamborg Kararm_a Dagilgan
1 100 a 72.33+8.83 ¢ 10.12+1.23 ¢ Kahverengi-Kararma-Sert
2 100 a 60.30£20.20 ¢ 8.40+2.80 ¢ Kahverengi-Kararma Orta
Gelisim- Dagilgan
1/4 64 c 76.66+£8.81 ¢ 10.73£1.23 ¢ Kararma- Dagilgan
WPM 1/2 84b 79.50£10.58 ¢ 11.13£1.48 ¢ Kararma-Gelisim Az- Dagilgan
1 84b 89.75+5.94 ¢ 12.56+0.83 ¢ Kararma-Gelisim Az- Dagilgan
2 64 c 46.66+8.81 ¢ 6.53x1.23 ¢ Kararma- Dagilgan

Veriler kiiltiirin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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4.2.2.3. Farkh karbon kaynagi ve konsantrasyonun etkisine ait bulgular

Juvenil kok ve yaprak eksplantlarindan olusturulan kallus dokularinin en iyi
gelisim ortamlarinin tespit edilmesi amaciyla kok ve yaprak kalluslari, farkli karbon
kaynag1 (glukoz ve sukroz) ve bunlarin farkli konsantrasyonlar1 (15, 30 ve 50 gr/l) ile
desteklenmis MS besi ortaminda kiiltlire alindi. Belirtilen farkli tip ve karbon
kaynaklarinin kiiltiire alinan kallus dokularmin gelisimlerine etkisini ifade etmek igin;
ortalama taze ve kuru agirlik ve kallus morfolojilerine ait sonuglar kok i¢in Cizelge 4.13
ve yaprak i¢in Cizelge 4.14’te sunulmustur.

Kok kalluslarinin gelisimi iizerine farkli karbon kaynagi ve konsantrasyonun
etkisinin sunuldugu Cizelge 4.13 irdelendiginde, 15 gr sukroz destekli besi ortaminda
0.498+0.04 gr yas agirlik hesaplanirken, 0.055+0.004 gr kuru agirlik hesaplanmistir.
Bununla birlikte normal proliferasyon besi ortaminda kullanilan 30 gr sukroz destekli
besi ortaminda ise 0.491+0.034 gr yas agirlik hesaplanirken, 0.054+0.004 gr kuru
agirhk hesaplanmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde kok kalluslarmin
gelisiminde 15 gr sukroz destekli besi ortaminda en yiliksek yas ve kuru agirlik
hesaplansa da, 30 gr sukroz destekli besi ortaminda hesaplanan yas ve kuru agirlik
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gézlenmemistir. Kallus gelisimi morfolojik
bakimdan irdelendiginde ise, yliksek glukoz ve sukroz konsantrasyonlarinda (50 gr)

kalluslarda kararmalar meydana geldigi gortilmiistiir.

Cizelge 4.13. Farkli seker tipi ve miktarlarinin kok kallus geligsimine etKisi

Seker Tipi ve Miktar1 (gr) Yas (‘arg)“hk K‘"‘z g";s‘z‘“‘k
Glukoz 15 0.133+0.006d 0.015+0.001d
Glukoz 30 0.245+0.019¢ 0.028+0.002¢
Glukoz 50 0.160+0.010d 0.018+0.002d
Sukroz 15 0.498+0.040a 0.055+0.004a
Sukroz 30 0.491+0.034a 0.054+0.004a
Sukroz 50 0.337+0.022b 0.037+0.002b

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farklt harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Yaprak kalluslarinin gelisimi iizerine farkli karbon kaynagi ve konsantrasyonun
etkisinin sunuldugu Cizelge 4.14 irdelendiginde, 15 gr sukroz destekli besi ortaminda
0.738+0.044 gr yas agirlik hesaplanirken, 0.081+0.005 gr kuru agirlik hesaplanmstir.
Bununla birlikte normal proliferasyon besi ortaminda kullanilan 30 gr sukroz destekli

besi ortaminda ise 0.311+0.021 gr yas agirlik hesaplanirken, 0.034+0.002 gr kuru
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agirlik hesaplanmustir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde yaprak kalluslarinimn
gelisiminde yiliksek yas ve kuru agirlik 15 gr sukroz destekli besi ortami diger besi
ortamlarina gore farklilik gosterirken, en yiiksek ikinci yas ve kuru agirliklarin
hesaplandigi 15 gr glikoz ve 30 gr sukroz destekli besi ortamlarinda yas ve kuru agirlik
bakimindan istatistiksel bir fark hesaplanmamistir. Kallus gelisimi morfolojik olarak
irdelendiginde yiliksek glukoz ve sukroz konsantrasyonlarinda (50 gr) kalluslarda

kararmalar meydana gelmistir.

Cizelge 4.14. Farkli seker tipi ve miktarlarinin yaprak kallus gelisimine etkisi

Seker Tipi ve Miktari (gr) Yas (gg)lrhk Kurlzét;glrhk
Glukoz 15 0.389+0.045b 0.036+0.003b
Glukoz 30 0.221+0.015d 0.024+0.002d
Glukoz 50 0.110+0.005¢ 0.018+0.002¢
Sukroz 15 0.738+0.044a 0.081+0.005a
Sukroz 30 0.311+0.021b 0.034+0.002b
Sukroz 50 0.261+0.020c 0.029+0.002¢

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkl harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

4.2.2.4. Farkh pH etkisine ait bulgular

Juvenil kok ve yaprak eksplantlarindan olusturulan kallus dokularinin en iyi
gelisim ortamlarinin tespit edilmesi amaciyla ise, kok ve yaprak kokenli kallus dokular
farkli pH (4.5-5-5.8-6 ve 7) kuvvetlerine ayarlanan ve sirasiyla %3 ve %1,5 sukroz
igeren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Belirtilen pH’larda kiiltiire alinan kallus
dokulariin gelisimlerini ifade etmek i¢in; ortalama taze ve kuru agirlik ile kallus
morfolojilerine ait sonuglar kok i¢in Cizelge 4.15 ve yaprak i¢in Cizelge 4.16’da
sunulmustur.

Cizelge 4.15°te sunulan sonuglar irdelendiginde, test edilen parametreler
arasinda kallus gelisimi orani en yiiksek %100 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D
desteklenmis MS besi ortamlarinda, ortamin pH’sinin pH 5 ve 7° ye ayarlandigi
kiiltiirlerde gozlendi. Ozellikle kok eksplantlarinda pH artikga kallus gelisiminde artis
gozlendi. Farklh pH’ larda kiiltiire alinan kok kallus kiiltiirlerinde taze ve kuru agirlik
degerleri arasinda genellikle bir korelasyon gdzlendi. Ozellikle galisilan tiim pH’larda
kuru agirligin taze agirhigin ortalama %10’ a yakin civarinda oldugu belirlendi. Bu
kapsamda caligilan tiim parametreler i¢inde en yliksek taze agirlik 1065.96+62.79 mg
ile pH 7’ye ayarlanan 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortamindan elde
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edilirken, buna bagl olarak en yiiksek kuru agirlik 138.57+8.16 mg ile yine ayn1 pH
degerinden elde edildi. Kok kalluslarinda yiiksek pH degerlerinden (pH 6 ve 7) elde
edilen sonuglar kallus gelisimi, taze ve kuru agirlik denemeleri bakimindan yiiksek bir
oran gostermis, ancak yiiksek pH kuvvetlerinde genellikle yiiksek oranda kararmalar
tespit edildiginden, kallus olusumu ve gelisimi i¢in en iyi pH degerinin pH 5.8 kuvveti

olduguna karar verildi.

Cizelge 4.15. Kok eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli pH’ nin etkisi.

Farkh Kallus Kallus Taze Kallus Kuru Kallus Morfoloiisi

Ph Gelisimi Agirhg (mg) Agirhgi (mg) )

4.5 76 b 772.05+£73.41 b 100.36+9.54 b Sar1 A. Kahverengi-Dagilgan-Gelisimi Iyi
5 100 a 739.64+53.64 b 96.15+6.97 b A. Sari-Kararma-Dagilgan-Gelisimi lyi
5.8 96 a 872.00+67.18 b 113.36+8.73 b Sar1 -Dagilgan-Gelisimi Iyi
6 76 Db 912.75+44.59 ab 118.65+5.79 ab A. Sar1-Cok Dagilan-Gelisimi Iyi

Sar1 Kahverengi-Kararma-Dagilan- Gelisimi

7 100 a 1065.96+62.79 a 138.57+8.16 a ,

Iyi

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.16°da sunulan sonuglar irdelendiginde, test edilen parametreler
arasinda %100 kallus gelisimi orant denenen biitiin pH kuvvetlerinde, 1 mg/l Kin ve 1
mg/l 2,4-D destekli MS besi ortamlarinda kiiltiire alinan kalluslardan elde edildi.
Ozellikle yaprak eksplantlarinda pH kuvveti artikca kallus gelisimlerinde azalma
gozlendi. Farkli pH kuvvetlerinde kiiltiire alinan yaprak kokenli kalluslarin taze ve kuru
agirliklar arasinda genellikle bir korelasyon gozlendi. Bu kapsamda caligilan tiim
parametreler i¢cinde en yiiksek taze agirlik 335.64+33.55 mg ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/I
2,4-D destekli pH 5’e ayarlanmig MS besi ortamindan elde edilirken, en yiiksek kuru
agirhik ise 40.27+4.02 mg ile yine ayn1 pH degerinden elde edildi. Yaprak ve kok
kokenli kalluslarin tiim pH degerleri bakimindan sonuglart karsilagtirildiginda, yaprak
kokenli kalluslarin daha iyi bir gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Ancak morfolojik
olarak yiikksek pH kuvvetlerinde kalluslarda kararmalar gozlendiginden, kallus ve

gelisimi bakimindan en 1yi pH kuvvetinin pH 5.8 olduguna karar verildi.
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Cizelge 4.16. Yaprak cksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli pH” nin etkisi.

Kallus Kallus Taze Kallus Kuru I
pH Gelisimi Agirhg (mg) Agirhgi (mg) Kallus Morfolojisi
4.5 100 a 97.32+11.28 b 11.67+1.35b Az Kahverengi-Dagilgan-Gelisim Tyi
5 100 a 335.64+33.55a 40.27+4.02 a Sari-Dagilgan-Gelisimi Normal
5.8 100 a 107.56+10.88 b 12.90+1.30 b Az Kararma-Sar1 Kahverengi-Gelisimi Tyi
6 100 a 123.44+12.03 b 14.81£1.44 b Kararma Cok-Kahverengi-Sert
7 100 a 94.80+11.07 b 11.37£1.32b Az Kararma-Kahverengi-Az Dagilgan

Veriler kiiltiiriin 28. giintinde 25 eksplantin ortalamasini1 gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gére P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

4.2.2.5. Farkl 151k yogunluklarinin etkisine ait bulgular

Kallus dokularinin yine en iyi gelisim ortamlarinin tespit edilmesi amaciyla, kok
ve yaprak kokenli kallus dokular1 bu kez farkli 11k [20 (karanlik) 40 ve 80 pmolm'zs'z]
yogunluklarinda inkiibasyona alindi. Belirtilen 151k yogunluklarinda kiiltiire alinan
kallus dokularinin gelisimlerini ifade etmek i¢in; ortalama taze ve kuru agirlik ile kallus
morfolojilerine ait sonuglar Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18’de sunulmustur.

Cizelge 4.17° de sunulan sonuglar irdelendiginde, test edilen parametreler
arasinda 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda denenen 3 farkli 151k
yogunlugundaki tiim kiiltiirlerde %100 kallus gelisimi gozlendi. Ozellikle kok
eksplantlarinda, yaprak eksplantlarinin aksine 151k yogunlugu azaldik¢a kallus
gelisiminde bir artigin oldugu goézlendi. Bu kapsamda ¢aligilan tiim parametreler i¢inde
en yiiksek taze agirlik 597.2+45.98 mg ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi
ortaminda 20 umolm'zs'2 151k yogunlugunda elde edilirken, en yiiksek kuru agirlik
degeri 71.66+5.51 mg ile yine ayn1 151k yogunlugundan elde edildi. Gelisen kalluslarda,
151k yogunlugu arttik¢a kararmalarin olustugu tespit edildi.

Cizelge 4.17. Kok eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli 151k yogunlugunun etkisi.

Farkh Isik Kallus

Oram Gelisimi Ali?ll_:i{sl?izi L(:al Ill_;i SVIPEILLI‘U) Kallus Morfolojisi
Mmol (%) girhigi (mg girhigi (mg
20 100 a 597.2445.98 a 71.66+5.51 b Iyi Gelisim-Kahverengi-Dagilan
Orta Geligsim-Az Kahverengi-Orta
40 100 a 512.04+33.70 a 61.44+4.04 b
Dagilan-Az Kararma
Orta Gelisim-Kahverengi Sar1-Orta
80 100 a 310.68+18.93 b 37.28+2.27 a

Dagilan-Az Kararma

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.18" de sunulan sonuglar irdelendiginde, kok eksplantlarinda oldugu
gibi farkli 151k yogunlugu uygulanan tiim kiiltiirlerde test edilen parametreler arasinda
kallus gelisimi en yiiksek %100 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi
ortaminda gozlendi. Ozellikle yaprak eksplantlarinda kok eksplantlarmm aksine 1s1k
yogunlugu arttikga kararmalarin azaldigi ve kallus gelisiminde artislarin oldugu tespit
edildi. Farkli 151k yogunluklarinda inkiibe edilen yaprak kallus kiiltiirlerinde taze ve
kuru agirliklar arasinda da genellikle bir korelasyon gozlendi. Bu kapsamda ¢alisilan
tiim parametreler iginde en yiiksek taze agirlik 311.4+£26.5 mg ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/I
2,4-D destekli MS besi ortam1 ve 80 umolm'zs'2 151k yogunlugu uygulanan kiiltiirlerden
elde edilirken, buna bagli olarak en yiiksek kuru agirlik 29.47+2.79 mg ile yine 151k
yogunlugu uygulanan kiiltiirlerden elde edildi. Gelisen kalluslarda da, 151k yogunlugu

arttik¢a kararmalarin azaldig: goriildii.

Cizelge 4.18. Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli 151k yogunlugunun etkisi.

Farkh Isik Kallus

Oram Gelisimi E,eiyll:fl-l(—?rlze) 1:(?1 Il[;i S,:?:Jnru) Kallus Morfolojisi
p.molm'zs'z (%) girhg g girhg g
20 100 a 97.3£9.23 b 9.32+0.94 b Tam Kararma
40 100 a 84.7£7.85b 8.92+0.72 b Tam Kararma
80 100 a 311.4+£26.5a 29.47£2.79 a Az Kararma

*Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasim gdstermektedir. Bir kolondaki farkli harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.17 ve 4.18 irdelendiginde yaprak ve kok kaynakli kalluslarda en iyi
gelisimin gorildigl 151k yogunluklart arasindaki farkin, koklerin toprak alti bir organ
olmasi nedeniyle diisiik siddetteki 151k yogunluguna (karanlik), yapraklarin ise toprak
istii bir organ olmasi nedeniyle gorece daha yiiksek siddetteki 151k yogunluguna ihtiyag
duymasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
4.2.2.6. Farkh sicakliklarin etkisine ait bulgular

Kallus dokulariin en 1yi gelisim ortamlarinin tespit edilmesi amaciyla ise, kok
ve yaprak kokenli kallus dokular1 farkli sicakliklarda (10- 20- 25- 30 ve 35 °C)
inkiibasyona alindi. Belirtilen sicakliklarda kiiltiire alinan kallus dokularinin
gelisimlerini ifade etmek icin; ortalama taze agirlik, ortalama kuru agirhik ve kallus
morfolojilerine ait sonuglar kok i¢in Cizelge 4.19 ve yaprak i¢in Cizelge 4.20’de
sunulmustur.

Cizelge 4.19°da sunulan sonuglar irdelendiginde, farkli sicaklik uygulanan tiim

kiiltirlerde test edilen parametreler arasinda kallus gelisim oran1 en yiiksek %100 ile 1
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mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda gézlendi. Gelisim orani en diisiik
%76 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda gozlendi. Ozellikle kok
eksplantlarinda sicaklik arttik¢a kararmalarin artti§i ve farkli sicakliklarda inkiibe edilen
kok kallus kiiltiirlerinde genellikle korelasyon oldugu gézlendi. Bu kapsamda ¢alisilan
tim parametreler icinde en yiiksek taze agirlik 567.70+£32.98 mg ile 1 mg/l Kin ve 1
mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda 25 °C’ sicaklik uygulanan kalluslardan elde
edilirken, en yiiksek kuru agirlik 73.80+4.28 mg ile yine sicaklik uygulamasindan elde
edildi. Bu baglamda her ne kadar gelisim oram test edilen diger parametrelere oranla
diisiik olsa da, en yliksek taze ve kuru agirlik degerleri ile sar1 renkli dagilgan yapida
kallus olusumu, bu sicaklik derecesinden elde edildigi i¢in tez kapsaminda

gerceklestirdigimiz tiim ¢aligmalarda kiiltiirlere 25 °C sicaklik uygulamasi yapilmustir.

Cizelge 4.19. Kok eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli sicakliklarin etkisi

Farkh Kallus Kallus Taze Kallus Kuru Kallus Morfoloiisi
Sicaklik (°C)  Gelisimi Agirhg (mg) Agirhgi (mg) )
Gelisimleri Iyi Degil-Sar1 Kahverengi-
10 96 a 163.75+13.47 ¢ 21.28+1.75¢
Dagilan
20 100 a 229.48+16.03 ¢ 29.83+2.08 ¢ Gelisimleri Iyi-Sar1 Kahverengi-Dagilan
25 76 b 567.70+32.98 a 73.80+4.28 a Gelisimleri Cok Iyi-Sari-Dagilan
Gelisimleri Iyi Degil-A. Sar
30 100 a 351.88429.15b 45.74+3.78 b .
Kahverengi-Dagilan-Kararmalar Var
Gelisimleri Az lyi-Sar1 Kahverengi-
35 100 a 380.56+31.12 b 49.47+4.04 b

Dagilan-Kararmalar Var

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 25 eksplantin ortalamasini gostermektedir. Bir kolondaki farklt harfler islemin Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gére P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.20°de sunulan sonuglar irdelendiginde ise, test edilen tiim parametreler
arasinda kallus gelisim oran1 en yiiksek %100 ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli
MS besi ortaminda gozlendi. Ozellikle yaprak eksplantlarinda diisiik ve yiiksek
sicakliklarda kararmalarin meydana geldigi gozlendi. Farkl sicakliklarda inkiibe edilen
yaprak kokenli kallus kiiltiirlerinde taze ve kuru agirliklart arasinda genellikle bir
korelasyon gozlendi. Bu kapsamda caligilan tiim parametreler i¢inde en yiiksek taze
agirhik 259.80+18.61 mg ile 20 °C sicaklik uygulanan kiiltiirlerden elde edilirken, en
yiiksek kuru agirlik degeri 33.7742.41 mg ile yine sicaklik uygulamasindan elde edildi.
Bu baglamda her ne kadar kuru ve taze agirlik bakimindan maksimum sonuglar 20°C

sicaklik uygulamasindan elde edilmis ise de, bu sicaklik uygulamasindan elde edilen
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kalluslarin tekstiirlerinin 25°C sicaklik uygulanan kiiltiirlere oranla daha sert bir yap1 arz
etmesi nedeniyle, tez kapsaminda gerceklestirdigimiz tiim ¢alismalarda kiiltiirlere 25°C

sicaklik uygulamas1 yapilmustir.

Cizelge 4.20. Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelisimine farkli sicakliklarin etkisi.
Farkh

Kallus Kallus Taze Kallus Kuru

S‘fj‘é‘;‘k Gelisimi  Afnrhn (mg) Agrhin (mg) Kallus Morfolojisi
10 100 a 62.72+8.46 b 8.15%1.10 b Kararmis Dagilgan
20 100 a 259.80+18.61 a 33.77+2.41 a Orta Kararma-Orta Sert
25 100 a 77.28+£5.52 b 10.04+0.71 b Orta Kararma-Dagilgan
30 100 a 85.72+7.84 b 11.14£1.02 b Kararma-Yiiksek Sert
35 100 a 130.2+£13.24 a 16.92+1.72 a Kararma-Dagilgan

e esasarma esine gbne P2.0.05 seviyesinde iastkel larsk frkls oduguny gostemcked,

Aksenik juvenil eksplantlardan kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ¢alismalarinda,
optimizasyon uygulanmis kiiltiirler sekonder metabolit iiretimi ¢aligmalari i¢in 6nem arz
etmektedir. Tlag bilesenlerine olan ihtiyacin artmasi, alternatif olarak kullanilabilecek
diger yontemlerin kesfini gerektirmistir. Bu baglamda hammadde temininde kullanilan
geleneksel yoOntemlere alternatif olarak kullanilabilecek diger bir yontem ise
farklilasmamis hiicrelerden tiretimdir. Basarili bir kallus olusumu genotipe ve disaridan
uygulanan biiytime diizenleyicilerinin etkisine baglhdir.

Kallus kiiltiirlerinin baglatilmasi i¢in genellikle saglikli ve aktif olarak bdliinen
(meristematik) hiicreleri iceren ¢ogunlukla nod, yaprak ve embriyo gibi gen¢ bitki
kisimlar1 ideal eksplant kaynaklaridir. Ancak kallus ya da hiicre siispansiyon kiiltliriinde
sekonder metabolit miktarmin arttirllmas1 c¢alismalarinda kullanilacak eksplant tipi
seciminde, arzu edilen sekonder metabolitin bitkide sentezlendigi yer dikkate
alinmalidir. Birgok bitkide baslatilan kallus ve siispansiyon kiiltlirlerinde kullanilan
eksplant tipi calismanmin amacina gore farkliliklar arzetmektedir. Ornegin Allium
chinense, Zea Mays ve Scrophularia striata Boiss. bitkilerinden kallus kiiltiirlerinin
baglatilabilmesi igin en uygun eksplant tipinin yapraklar oldugu bildirilirken (Yan ve
ark., 2009, Omer ve ark., 2012, Khanpour-Ardestani ve ark., 2015) Corylus avellana
bitkisinden taksol iiretimi amaciyla siispansiyon kiiltlirlerinin baslatilabilmesi i¢in en
uygun eksplant tipinin embriyo oldugu bildirilmistir (Bestoso ve ark., 2006).
Catharanthus roseus bitkisinin, anter, yaprak ve meristem eksplantlariyla yapilan bir

arastirmada, hiicre kiiltiirlerindeki alkaloidlerin sentez ve birikimi ile tiplerinin, farkli
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orjinden gelen hiicre hatlarinda 6nemli Olgiide farkliliklar gostedigi tespit edilmistir
(Constanbel, 1982). Yapisinda biyoaktif bilesenler barindiran Armeria maritima
bitkisinde kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in ise en iyi eksplant tipinin aksenik
fidelerden elde edilen geng¢ kok ve yapraklar oldugu rapor edilmistir (Gourguillon ve
ark., 2016). Tez ¢aligmamizda ise eksplant tipi olarak Gourguillon ve ark., (2016)’na
benzer sekilde kok ve yapraklar kullanilmis ve basarili bir sekilde kalus kiiltiirii
baslatilmistir.

Biiylime diizenleyici tipi ve besiyerindeki derisimi agirlikli olarak eksplantin
tiirtine ve potansiyel endojen hormon igerigine baglidir. Genel olarak Pistacia cinsi ile
ilgili kallus olusumu ve gelisimi ile ilgili sinirh sayida calismaya rastlanmistir. Bu
caligmalardan birinde 1 mg/l BA ya da TDZ ile 1 mg/l NAA eklenmis WPM besi
ortaminda kiiltiire alinan Pistacia atlantica Desf. subsp. kurdica Rech. (Citlembik)
bitkisinin ¢igek eksplantlarindan %100 kallus olusumu rapor edilmistir (Aghaei ve ark.,
2013). Yine Sakiz bitkisi ile ayn1 cins igerisinde yer alan antepfistig1 (Pistacia vera L.)
bitkisinde somatik embriyogenez baslatilmasi ile ilgili bir ¢alismada yaprak
eksplantlarindan kallus dokularinin uyarilmast TDZ’nin gii¢lii bir ajan olabilecegi rapor
edilmistir (Onay ve ark., 2011).

Sakiz agacinin in vitro kriyoprezervasyonu iizerine yaptiklari ¢alismada sakiz
tohumlar1 BBD igermeyen MS (MSO0) besi ortaminda ¢imlendirildigi ve sitokinin igeren
ortamlarda Kkiiltlirlenen tohumlardan kallus olusumunun meydana geldigini rapor
etmislerdir (Ko¢ ve ark., 2014b). Bu tez kapsaminda, juvenil sakiz eksplantlarindan
kallus dokularinin olusumu ile ilgili yaptigimiz denemelerde ise, test edilen tiim
eksplant tiplerinde en iyi kallus olusum oraninin genellikle 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D
iceren MS besi ortamindan elde edildigi gézlenmistir.

Kallus kiiltlirlerinin optimizasyonu c¢alismalarinda test ettigimiz bir diger
parametre olan farkli besi ortamlarinin kallus olusumuna etkisinin incelendigi
caligmalar irdelendiginde ise, farkli bitki tlirlerinde kullanilan farkli besi ortam
tiplerinin, kallus olusumu bakimindan farkli sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu
durumun nedenleri arasinda kullanilan besi ortamlarmin igeriklerinin  ve
konsantrasyonlarinin farkli olmasi ve kallus gelisimi {izerinde bu faktorlerin etkilerinin
olmasi sayilabilir. Bais ve ark. (2001), calismalarinda kullandiklart diger ortamlarla
karsilagtirildiginda en yiiksek kallus olusum oraninin, 2,4-D ve Kin ile desteklenmis
MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan elde edildigini rapor etmistir.

Literatiir bilgileri 1s181inda, kallus olusturma calismalarinda, diisiik ve yiiksek
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konsantrasyonlarinda oksin-sitokinin kombinasyonlar1 kullanilarak kallus olusturma
cabalarinda hem nicelik hem de nitelik bakimindan farkli sonuglar rapor edilmistir.
Bununla birlikte tez calismamizda yaptigimiz denemeler kapsaminda clde edilen
verilerin paralelinde, literatiirde, Melissa officinalis L. ile yapilan hipokotillerden kallus
olusturma g¢alismalarinda, 0.5 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D kombinasyonundan en yiiksek
(%80 oraninda) kallus olusumu saglanirken, 0.5 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA
kombinasyonundan %28 kallus elde edilmistir (Meftahizade ve ark., 2010). Yine,
Allium chinense’de 0.1 mg/l BAP ile 0.5 mg/1 2,4-D’de kallus olusumu %41.8 iken ayni
BAP konsantrasyonu ile 3 mg/l 2,4-D kombinasyonunda ise kallus olusumu %11’ e
dismiistiir (Yan ve ark., 2010). Farkli sitokinin-oksin kombinasyonlarinin yaprak
eksplantlarindan kallus olusumuna etkisinin incelendigi bir diger c¢alismada ise
Catharanthus roseus bitkisi 2 mg/l Kin ve 2 mg/l 2,4-D igeren MS besi ortaminda
kiiltiire alindiginda ortalama 100 mg kuru kallus agirligi elde edilirken, 3 mg/l Kin ve 3
mg/l 2,4-D kombinasyonundan ise ortalama 25 mg kuru kallus agirligi elde edilmistir
(Kalidass ve ark., 2010). Tez bulgularimiza paralel olarak, Farjaminezhad ve ark.,
(2013) iran gelincigi (Papaver bracteatum) bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerini
baslatmak i¢in, farkli BBD (2,4-D, NAA, BAP ve Kin)’lerin kallus olusumu {izerindeki
etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada, maksimum kallus olusum yiizdesinin (% 86.67)
ve yas kallus agirliginin, 1 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l Kin ve 15 mg/l askorbik asit ile
desteklenmis MS ortamindan elde edildigini, ortama 15 mg/I askorbik asit eklenmesinin
kalluslarin kahverengilesmesini azaltmada etkili oldugunu rapor etmislerdir. Zataria
multiflora bitkisinde MS besi ortami ile karsilastirildiginda, en iyi kallus gelisim
oraninin 0.75 mg/l BAP ve 75 mg/l glukoz ile desteklenmis Gamborg B5 besi
ortamindan elde edildigi rapor edilmistir. Barringtonia racemosa bitkisine ait yaprak
eksplantlarinin ise, 2 mg/l 2,4-D destekli WPM besi ortaminda kirillgan yapida kallus
dokusu olusturdugu bildirilmistir (Behbahani ve ark., 2011).

Dogada bazi bitkiler daha asidik yada daha alkali seviyelere ihtiyag
duyabilmelerine ragmen, ¢ogu bitki i¢in, optimum pH aralig1 5.5 ila 7.0 arasindadir.
Bitki besin maddeleri, 5.0 'ten daha diisiik bir pH degerine sahip ortamlarda genellikle
yarayissiz olmakla birlikte, bu maddeler bitkiler tarafindan en fazla 5.5 ila 7.0 pH
araliginda kullanilabilirler (Perry, 2013). Ortam pH'smnin sekonder metabolitlerin
olusumunu etkiledigini gdsteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin; Bridelia retusa
(L.) Spreng bitkisinin siispansiyon kiiltiirlerinde pH, 151tk ve karbon kaynagi

derecelenmelerinin antosiyanin sentezi iizerine olan etkilerinin incelendigi calismada
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pH 5.0’te kiiltiire alinan hiicrelerin daha fazla antosiyanin iirettigi rapor edilmistir
(Aswathy vd., 2018). Yine ayni1 arastiricilar, pH 1 ve pH 4 araliginda ise artan sicaklikta
birlikte antosiyanin bozunma oraninin da arttigimi bildirmislerdir. Tath glikozitler
bakimindan zengin olmasmin yani sira ayni zamanda flavonoid ve fenollerin bir
kaynagi olan Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde, ¢esitli bitki biiyiime diizenleyicileri
ve farkli pH diizeylerinin, toplam fenol ve flavonoidleri artirma potansiyelinin
degerlendirildigi calismada pH 4.6 degerinin, yaprakta lokalize fenol ve flavonoidleri
onemli derecede arttirdigini, farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin ve orta derecedeki
pH degerlerinin ise sekonder metabolitlerin birikimini kuvvetle etkiledigi tespit
edilmistir (Radi¢ vd 2016). Tez calismamizda ise hem kok hem de yaprak kokenli
kalluslarin olusumu ve gelisiminin pH 5.8 kuvvetinde olumlu sonuclar verdigi
belirlenmistir.

Kiiltiire edilen bitki kisimlarinin biiyiimesi i¢in optimal sicaklik genellikle 17-25
°C araligindadir. Ancak, her bitki tiirti farkli sicakliklarda optimum biiylime
sergileyebilir. Dolanigitalis trojana Ivanina'min kallus Kkiiltiirlerinde, kardenolid
birikimini ve termotoleransi indiikleyen salisilik asit (SA) ve yiiksek sicaklik
uygulamalarinn etkileri test edilmis, kallus kiiltiirleri, SA ile 6n muameleden sonra 2
saat boyunca yiiksek sicakliga maruz kaldiklarinda, kardenolid iiretiminde Onemli
artislar gézlenmistir.

Kallus kiiltiirlerinde onemli bir diger parametre olan 151k, bitkilerin karbon
fiksasyonu (fotosentez) i¢in gerekli olup 1s18mn ayn1 zamanda kalitesi de Onem
tasimaktadir. Ornegin, Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) bitkisinde kallus olusumu i¢in
karanligin 1siktan dort kat daha iyi sonuclar verdigi rapor edilmistir. Yine aym
calismada yiiksek siikroz konsantrasyonlarmin kallus olusumunu olumlu yodnde
etkiledigi bildirilmistir (Kumar ve Rakhi 2008). Calismamizda ise 25 °C sicaklik ve 15
gr sukroz destekli MS besi ortami kalluslarin gelisimi bakimindan en ideal sonuglari
vermistir.

Bu nedenle s6zii edilen tiim bu kimyasal ve ¢evresel sartlarin optimizasyonunun
yapilmasi kiiltiirlerin devamlili1 ve sekonder metabolit {iretiminin stabilitesi agisindan

bir 6n kosuldur.
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4.2.3. Optimize edilmis juvenil kok ve yaprak Kkalluslarinin biiyiimesinin
karakterizasyonu

Yukarida ayr1 ayr1 sonuglari sunulan veriler 1s18inda test edilen parametreler
genel olarak degerlendirildiginde, kallus gelisim oran1 yaprak eksplantlar1 i¢in en
yiiksek %44 ile 0.5 mg/l BAP — 0.25 mg/l 2,4 D igeren MS besi ortaminda gozlenirken,
kok eksplantlari igin en yiiksek %16 ile 0.5 mg/l BAP — 0.25 mg/l NAA iceren MS besi
ortamindan elde edildi (Tablo 4.8.). Her iki eksplant tipi i¢in de ¢alisitlan BBD
kombinasyonlarinin taze ve kuru agirliklar1 arasinda genellikle bir pozitif korelasyon
oldugu tespit edildi. Bu kapsamda kallus kiiltiirlerinde biiyiimenin bir ifadesi olarak,
caligilan tiim parametreler i¢inde yaprak eksplantlart icin en yiiksek taze agirlik
68.20+£2.1 mg ile 0.25 mg/l BAP ile 1 mg/l IBA kombinasyonundan elde edilirken, buna
bagli olarak en yiliksek kuru agirlik 6.5£0.20 mg ile yine ayn1 kombinasyondan elde
edildi. Kok eksplantlari icin ise en yiiksek taze agirlik 4.20+£0.10 mg ile 0.5 mg/l BAP
ve 0.25 mg/l NAA kombinasyonundan elde edilirken, buna bagl olarak en yiiksek kuru
agirlik 0.3+0.02 mg ile yine ayni kombinasyondan elde edildi. Yapilan c¢aligmada
yaprak eksplantlar1 i¢in her ne kadar 0.5 mg/l BAP ve 0.25 mg/l 2,4-D’li ortamda
yiiksek miktarda kallus elde edildi ise de kalluslarin dagilan bir yapida olmamasi,
nedeniyle kullanima uygun olmadig: kararina varildi. Ayn1 sekilde kok eksplantlari igin
de 0.5 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA’lL ortamda yliksek miktarda kallus elde edildi ise de
yine dagilgan bir yapida olmadiklari i¢in, bu kalluslarin da kiiltiirlere alinmasi agisindan
uygun olmadigi degerlendirilerek kullanilmamistir. Sonug olarak hem kok hem de
yaprak kokenli kalluslarin iiretiminde 6zellikle daha uygun tekstiirlii kalluslarin elde
edildigi 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminin, optimum kallus olusum
ve gelisim ortami1 oldugu sonucuna varildi.

Juvenil kok ve yaprak eksplantlarindan gelistirilen kallus kiiltlirlerinde
bliylimenin karakterizasyonunu ifade eden kuru agirliklara iliskin calisilan tiim

parametrelere ait veriler asagida bir biitiin halinde Cizelge 4.21° de sunulmustur.
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Cizelge 4.21. Juvenil kdk ve yaprak eksplantlarindan gelisen kallus kiiltiirlerinde biiylimenin
karakterizasyonu

En Basarih Uygulama Uygulama sonucu

Uygulama tipi Kok Yaprak

Kok Yaprak Max. Kuru Agirlik (mg) ~ Max. Kuru Agirhk (mg)

Farkh Besi Ortamlarimin

ve Konsantrasyonlarinin MS (Tam) MS (Tam) 241.37422.25 16.76+3.74
Etkisi
Farkh Karbon
Kaynagmm Tipi Ve Sukroz 15 gr/\/- g\ 107 15 gl 0.0540.004 0.081£0.005a
- Sukroz 30 gr/l

Konsantrasyonun Etkisi

Farkh pH Etkisi 5.8 pH 5.8 pH 113.36+8.73 12.90+1.30
Farkh Isik 20 pmol 80 pumol
+ +

Yogunluklarinin Etkisi m?s”? m?s? 71.66+3.51 29.47£2.79
Farkh Sicakliklarin Etkisi 25 °C 25 °C 73.80+4.28 10.04+0.71

Genellikle kok kokenli eksplantlardan gelisen kalluslarin maksimum kuru
agirliklart bakimindan, test edilen tiim uygulamalarda yaprak kokenli eksplantlardan
gelisen kalluslara oranla ¢ok daha iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Juvenil kok ve
yaprak kokenli kallus kiiltiirlerinin gelisiminin optimizasyonu ¢alismalarinda test edilen
uygulama sonuglart degerlendirildiginde ise, biiylimenin bir ifadesi olarak maksimum
kuru agirlik bakimindan hem kok hem de yaprak kokenli kalluslarin tam kuvvetteki MS
besi ortaminda en iyi gelistikleri tespit edilmistir. Farkli karbon kaynaklarinin ve
konsantrasyonlar1 bakimidan kok ve yaprak kokenli kallus kiiltiirlerinin gelisimi i¢in
15 gr/l sukrozun en iyi karbon kaynagi oldugu tespit edildi. Ancak kok kokenli kallus
kiiltiirlerinin gelisimi i¢in 30 gr/l sukrozun da kullanilabilecegi belirlenmistir. Farkli pH
oranlarinin etkileri bakimindan ise hem yaprak hem de kok kokenli kallus kiiltiirlerinin
gelisimi i¢in en iyi pH orani olarak 5.8 tespit edilirken, 151k yogunluklarinin etkisi
bakimindan ise kok kokenli kallus kiiltiirlerinin gelisimi i¢in 20 umolm'zs'z, yaprak
kokenli kallus kiiltiirlerinin gelisimi i¢in ise 80 umolm'zs'2 151k yogunlugunun en iy1
ortam oldugu tespit edildi. Farkli sicakliklarin etkileri bakimindan hem yaprak hem de
kok kokenli kallus kiiltiirlerinin gelisimi i¢in en iyi sicaklik uygulamasi olarak 25 °C

tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Sakiz bitkisi basta tip, gida, kozmetik ve kimya endiistrisi gibi bir¢ok sektorde
yaygin kullanim alanlart bulunan ve yapisinda barindirdigi 6nemli metabolitler
nedeniyle olduk¢a onemli ekonomik ve faydali bir bitkidir. Tez ¢alismamizda,
tilkemizde Ege bolgemizde dogal olarak yetisen sakiz agact (P. lentiscus L.)
bitkisinden, biyoteknolojik olarak kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ve optimizasyonunu
igeren etkin bir protokol tamimlanmistir. Kallus kiiltiirleri sakiz bitkisinin farkli
eksplantlarindan (kok ve yaprak) basarili bir sekilde baglatilmis ve kiiltiir sartlar
optimize edilmistir. Ozellikle Pistacia cinsine bagh sakiz bitkisinde Kallus kiiltiirlerinin
optimize edilerek baslatilmasi daha 6nce ¢alisilmamis olup, tlilkemizde bilimsel olarak
yeni teknoloji gelistirmek bakimindan 6zgiinliik tagimaktadir.

Ana  bagliklar halinde tez c¢alismamizda elde ettigimiz  veriler
degerlendirildiginde asagidaki bulgulara ulasilmistir:

e Oncelikle siirgiin kiiltiirlerinin eldesi c¢alismalarinda dis kabuklar1 kirildiktan
sonra mezokarplarindan uzaklastirilan olgun P. lentiscus L. tohumlari, %20’lik
NaOCl ile 20 dk galkalanmak ve 5’er kez 5 dk. steril distile su ile galkalanmak
suretiyle 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlendirildi.

e Aksenik apikal ve nodal siirgiinlerin proliferasyonu ise 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/I
GA; ile destekli MS besi ortaminda gergeklestirildi. Elde edilen govdelerden
alman siirglinler, yine aym1 besi ortaminda c¢ogaltilarak stok kiltiirlerin
muhafazasi saglandi.

e BAP’mn farkli konsantrasyonlari ile oksinlerin farkli konsantrasyonlarinin kallus
olusumuna etkisinin arastirildigi caligmada, kok eksplantlarindan en yiiksek
kallus olusumu %96 ile 0.25 mg/l BAP ve 2 mg/l IBA kombinasyonu destekli
MS besi ortamimdan elde edilmistir. Genel olarak kallus morfolojileri
irdelendiginde 2,4-D destekli kombinasyonlarda yumusak ve sarimsi kalluslar
elde edildi (Cizelge 4.1).

e Yaprak eksplantlarindan en yiiksek kallus olusumu %80 ile 2 mg/l BAP 0.5 mg/I
2,4-D kombinasyonu destekli MS besi ortaminda tespit edilmistir. Genel olarak
kallus morfolojileri irdelendiginde BAP’in 2,4-D destekli kombinasyonlarda
yumusak ve sarimsi kalluslar elde edilirken, BAP’mn TAA, IBA ve NAA’l
kombinasyonlarda genelde yesil ve sert kalluslar elde edildi (Cizelge 4.2.).
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Kinetinin farkli konsantrasyonlar1 ile oksinlerin farkli konsantrasyonlarimin
kallus olusumuna etkisinin arastirildigi ¢alismada, kok eksplantlarindan en
yiiksek kallus olusumu %80 ile 1 mg/l Kin ile 1 mg/l 2,4-D kombinasyonu
destekli MS besi ortaminda hesapladi. Genel olarak kallus morfolojileri
irdelendiginde, en yiiksek kallus yiizdesinin elde edildigi Kin’nin 2,4-D destekli
kombinasyonlarda yumusak ve sarimsi kalluslar elde edildi. Bununla birlikte,
Kin’nin diger oksinlerle olan kombinasyonlarindan da dagilgan ve az dagilgan
kalluslar elde edilmis ise de Kin’nin 2,4-D kombinasyonlarinda daha uygun
tekstiirde kallus olusumu elde edildi (Cizelge 4.3).

Yaprak eksplantlarindan kallus olusumunun, kok eksplantlarina gore daha
basarili oldugu, en yiiksek kallus olusumunun %100 ile [(0.5 mg/l Kin ile 2 mg/I
IAA), (2 mg/l Kin ile 0.25 mg/l 1AA; 2,4-D), (2 mg/l Kin ile 1 mg/l 1AA; 2,4-
D)] destekli MS besi ortamindan elde edildi. Bununla birlikte kok eksplantlarina
gore yaprak eksplantlarinda, 2,4-D kombinasyonlu disindaki Kin’nin diger oksin
kombinasyonlarinda sert ve yesil tekstiirlii kallus gozlenirken, Kin 2,4-D
kombinasyonlarinda genelde sarimsi ve yumusak dagilgan kallus gozlendi
(Cizelge 4.4).

TDZ’nin farkli konsantrasyonlar1 ile oksinlerin farkli konsantrasyonlarinin
kallus olusumuna etkisinin arastirildigi ¢aligmada, kok eksplantlarindan en
yiiksek kallus olusumu %90 ile [(0.25 mg/l TDZ ile 0.5 mg/l IBA)] destekli MS
besi ortamindan elde edildi. Diger bitki biiyiime diizenleyecilerine gore TDZ
uygulamalarinin  kok  eksplantlarinda  kirmizims:  kalluslar  olusturdugu
gozlenirken, ayni sekilde 2,4-D kombinasyonlu disindaki TDZ nin diger oksin
kombinasyonlarinda sert ve sart kirmizi tekstiirli kallus olusumu gozlendi.
TDZ’nin 2,4-D kombinasyonlarinda ise genelde kirmizi sar1 yumusak dagilgan
kalluslar elde edildi (Cizelge 4.5).

Kok eksplantlarindan kallus olusumuna oranla yaprak eksplantlarindan kallus
olusumunun daha basarili oldugu, en yiiksek yaprak kallus olusumunun %100
ile [(1 mg/l TDZ ile 0.5 mg/l IBA)] destekli MS besi ortamindan elde edildigi
tespit edildi. Yine diger bitki biiyime diizenleyecilerine gore kok
eksplantlarinda oldugu gibi TDZ uygulamalarinda yaprak eksplantlarinda

kirmizimsi kalluslar olustugu gozlenirken, ayni sekilde 2,4-D kombinasyonlu



58

disindaki TDZ’nin diger oksin kombinasyonlarinda sert ve sar1 kirmizi tekstiirlii
kalluslar elde edildi (Cizelge 4.6).

2-1P’nin farkli konsantrasyonlari ile oksinlerin farkli konsantrasyonlarinin kallus
olusumuna etkisinin arastirildigi ¢alismada, kok eksplantlarinda en yiiksek
kallus olusumu %72 ile (0.5 mg/l 2-IP ile 2 mg/l 2,4-D) destekli MS besi
ortamindan elde edildi. Kok eksplantlarina gore yaprak eksplantlarinda, 2-IP’nin
2,4-D’li  kombinasyonlart  disindaki  diger tim  oksin  sitokinin
kombinasyonlarinda sert ve yesil tekstiirlii kallus gozlenirken, 2-1P ile 2,4-D
kombinasyonlarinda genelde daha iyi tekstiirde kallus gézlendi (Cizelge 4.7).
Yaprak eksplantlarindan en yiiksek kallus olusumu %88 ile (0.5 mg/l 2-IP ve 2
mg/l 1AA) destekli MS besi ortamindan elde edildi. Yine kok eksplantlarinda
oldugu gibi yaprak eksplantlarinda da 2-IP’nin 2,4-D’li kombinasyonlari
disindaki diger oksin kombinasyonlarinda sert ve sar1 yesil tekstiirlii kallus
olusumu gozlenirken, 2-IP ile 2,4-D kombinasyonlarinda genelde daha iyi
tekstiirde kalluslar elde edildi (Cizelge 4.8).

Kok ve yapraktan kallus olusturma calismalari genel olarak irdelendiginde,
denenen sitokinin ve oksin kombinasyonlari arasinda maksimum oranda %2100
kallus olusum yiizdesi gozlenirken, bazi sitokinin oksin kombinasyonlarinda ise
kallus olusumu gozlenmedi. Bununla birlikte, sitokininlerin IAA, IBA ve NAA
kombinasyonlarinda sari-yesil-kirmizi ve beyaz tonlarda yer yer kararma
gosteren sert tekstiirlii kallus olustugu gozlenirken, sitokininlerin 2,4-D’li
konsantrasyonlarinda sari, yumusak ve dagilgan bir tekstiirde kallus olusumu
gbzlendi. Ancak denenen tiim sitokinin ve oksin kombinasyonlar1 arasinda hem
kok (Sekil 4.3) hem de yaprak eksplantlar (Sekil 4.4) igin kullanilabilecek en
uygun kallus olusumu (sar1 yumusak ve dagilgan tekstiirde) 1 mg/l Kin ile 1
mg/l 2,4D destekli MS besi ortamindan elde edildi.

4 haftalik kiiltiir gelisimi sonrasinda farkli besi ortam tiplerini igeren ortamlarda
biiylimeye birakilan kok eksplantlarinin  gelisimleri incelendiginde, kallus
eksplantlarinin  yas (0.360+£0.010 mg) ve kuru agirlik (0.035£0.010 mg)
ortalamalar1 bakimindan en yiiksek degerlerin, WPM besi yerinin kullanildig:
ortamdan elde edildigi fakat bu ortamlarda gelisen kalluslarda biiyiimeyi malesef
kararmalarin takip ettigi gozlendi. Kallus taze (0.177+0.003 mg) ve kuru
agirliklar1 (0.018+0.002 mg) bakimindan nispeten daha diisiik degerler gosterse
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de, MS besiyeri ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin morfolojik olarak istenilen

nitelikte (sar1 ve sert olmayan) oldugu gozlendi (Cizelge 4.9).

Yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslar bakimindan, en yiiksek ortalama
kallus taze (0.640+0.005 mg) ve kuru agirlik (0.075+0.015 mg) degerleri
Gamborg-B5 besi yerinde gelisen kallus dokularindan elde edidi. Fakat bu
kalluslarin morfolojik olarak kahverengimsi ve sert yapida oldugu goézlemlendi.
Dolayist ile bu c¢alisma da MS besi ortaminda gelisen kalluslarin taze
(0.460+0.030 mg) ve kuru agirlik (0.043+0.05 mg) bakimindan daha diisiik
degerlere sahip olsalar dahi morfolojik yonden istenen Ozellikte kalluslar
olusturdugu ve yapilan alt kiiltiirleme ¢aligsmalarinda bu 6zelliklerini koruduklari

gozlendi (Cizelge 4.10).

Test edilen parametreler arasinda kok kallus gelisim orani en yiiksek % 80 ile 1
mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren "2 kuvvetteki MS, 1 tam kuvvetteki MS ve 1
tam kuvvetteki SH besi ortamlarinda gozlendigi tespit elde edildi. Bu
parametreler arasindan kallus olusturma ¢alismalarina 1 tam kuvvetteki MS besi

ortamini ile devam edilmesine karar verildi (Cizelge 4.11).

Test edilen parametreler arasinda yaprak kallus gelisim orani en yiiksek %100
ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren tam kuvvetteki MS ile tam ve iki kat
kuvvetteki Gamborg besi ortaminda gozlendigi tespit edilmistir. Calisilan tiim
parametreler icinde en yiiksek taze agirlik 244.30+18.86 mg ile 1 mg/l Kin ve 1
mg/l 2,4-D igeren yarim kuvvetteki Gamborg besi ortaminda elde edilirken,
buna bagli olarak en yiiksek kuru agirlik 34.16+2.64 mg ile yine ayni ortamda
elde edildi. Her ne kadar kallus olusturma ¢aligsmalarinda oldugu gibi en basarili
sonuglar MS yerine Gamborg besi ortamindan elde edilse de, elde edilen
kalluslarin kararmasi ve daha sert bir yap1 arz etmesi nedeniyle tercih edilmedi
ve 2. sirada en yliksek kallus agirligr elde edilen tam kuvvetteki MS ortami1 her
iki eksplant i¢in en iyi kallus gelistirme besi ortami olarak kullanild1 (Cizelge
4.12).

Kok kalluslarmin gelisimi tizerine farkli karbon kaynagi ve konsantrasyonunun
etkisi degerlendirildiginde ise, 15 gr sukroz destekli besi ortaminda 0.498+0.04
gr yas agirlik hesaplanirken, 0.055+0.004 gr kuru agirlik hesaplandi. Bununla
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birlikte 30 gr sukroz destekli besi ortaminda ise 0.491+0.034 gr yas agirlik
hesaplanirken, 0.054+0.004 gr kuru agirlik hesaplandi. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kok kalluslarinin gelisiminde yas ve kuru agirlik degerleri
bakimindan en yiiksek degerler 15 gr sukroz destekli besi ortamindan elde edildi
ise de, 30 gr sukroz destekli besi ortamindan elde edilen yas ve kuru agirlik
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gézlenmedigi ve yiiksek glukoz ve
sukroz konsantrasyonlarinda (50 gr), kalluslarda kararmalar meydana geldigi
goriildi (Cizelge 4.13.)

Yaprak kalluslarinin ~ gelisimi  iizerine farkli  karbon kaynagi ve
konsantrasyonunun etkisi degerlendirildiginde ise, 15 gr sukroz destekli besi
ortaminda 0.738+0.044 gr yas agirlik hesaplanirken, 0.081+0.005 gr kuru agirlik
hesaplandi. Bununla birlikte normal proliferasyon besi ortaminda kullanilan 30
gr sukroz destekli besi ortaminda ise 0.311+0.021 gr yas agirlik hesaplanirken,
0.034+0.002 gr kuru agirhik hesaplandi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde
yaprak kalluslarmin gelisiminde en yiiksek yas ve kuru agirlik degerleri 15 gr
sukroz destekli besi ortamindan elde edildi (Cizelge 4.14).

Test edilen parametreler arasinda kok kallus gelisim orani en yiiksek %100 ile 1
mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D desteklenmis MS besi ortamlarinda, ortamin pH’sinin
pH 5 ve 7° ye ayarlandig1 kiiltiirlerde gozlendigi tespit edildi. Yiiksek pH
kuvvetlerinde genellikle yiiksek oranda kararmalar tespit edildiginden, kallus
olusumu ve gelisimi icin en iyl pH degerinin pH 5.8 kuvveti olduguna karar
verildi (Cizelge 4.15).

Denenen biitiin pH kuvvetleri arasinda %100 yaprak kallus gelisim orani, 1 mg/1
Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortamlarinda kiiltiire alinan kalluslardan
elde edildi. Yaprak ve kok kokenli kalluslarin tiim pH degerleri bakimindan
sonuglar1 karsilagtirildiginda, yaprak kokenli kalluslarin daha iyi bir gelisim
gosterdigi tespit edildi. Ancak morfolojik olarak yiiksek pH kuvvetlerinde
kalluslarda kararmalar gozlendiginden, kallus olusum ve gelisimi bakimindan en
iyl pH kuvvetinin pH 5.8 olduguna karar verildi (Cizelge 4.16).

1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda denenen 3 farkli 151k
yogunlugundaki tiim kiiltiirlerde %100 kallus gelisim oram gozlendi. Ozellikle
kok eksplantlarinda, yaprak eksplantlarinin aksine 151k yogunlugu azaldikca
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kallus gelisiminde bir artis oldugu 1s1ik yogunlugu arttik¢a ise kararmalarin
olustugu tespit edildi.

Kok eksplantlarinda oldugu gibi farkli 151k yogunlugu uygulanan tiim kiiltiirlerde
test edilen parametreler arasinda kallus gelisim oran1 en yiiksek %100 ile 1 mg/l
Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda gdzlendi. Ozellikle yaprak
eksplantlarinda kok eksplantlarinin aksine 151k yogunlugu arttik¢a kararmalarin
azaldig1 ve kallus gelisiminde artislarin oldugu tespit edildi (Cizelge 4.18).
Farkli sicaklik (10-20-25-30 ve 35°C) parametreleri uygulanan tiim kiiltiirlerde
test edilen parametreler arasinda ise Kallus gelisim orani en yiiksek %100 ile
yine 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda gozlendi. Ozellikle
kok eksplantlarinda sicaklik arttikga kararmalarin arttigi, tiim parametreler
icinde en yiiksek taze agirlik 567.70432.98 mg ile 1 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D
destekli MS besi ortaminda 25 °C’ sicaklik uygulanan kalluslardan elde
edilirken, en yiiksek kuru agirhik 73.80+4.28 mg ile yine sicaklik
uygulamasindan elde edildigi tespit edildi. Bu baglamda her ne kadar gelisim
orani test edilen diger parametrelere oranla diisiik olsa da, en yiiksek taze ve
kuru agirlik degerleri ile sar1 renkli dagilgan yapida kallus olusumu, bu sicaklik
derecesinden elde edildigi i¢in tez kapsaminda gergeklestirdigimiz tiim
caligmalarda kiiltiirlere 25 °C sicaklik uygulamasi yapildi (Cizelge 4.19).
Sicaklik uygulamalariin etkisi genel olarak degerlendirildiginde, test edilen tiim
parametreler arasinda kallus gelisim orani en yiiksek %100 ile 1 mg/l Kin ve 1
mg/l 2,4-D destekli MS besi ortaminda gozlendi. Ozellikle yaprak
eksplantlarinda diisiik ve yiiksek sicakliklarda kararmalarin meydana geldigi
gozlendi. Caligilan tiim parametreler i¢inde en yiiksek taze agirlik 259.80+18.61
mg ile 20 °C sicaklik uygulanan kiiltiirlerden elde edilirken, en yiiksek kuru
agirhik degeri 33.77+2.41 mg ile yine ayni sicaklik uygulamasindan elde edildi.
Her ne kadar kuru ve taze agirlik bakimindan maksimum sonuglar 20°C sicaklik
uygulamasindan elde edilmis ise de, bu sicaklik uygulamasindan elde edilen
kalluslarin tekstiirlerinin 25°C sicaklik uygulanan kiiltiirlere oranla daha sert bir
yap1 arz etmesi nedeniyle, tez kapsaminda gergeklestirilen tiim g¢alismalarda
kiltiirlere 25°C sicaklik uygulamasi yapilmasinin daha uygun ve dogru oldugu

sonucuna varildi (Cizelge 4.20).
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5.2. Oneriler

Tez konumuz ozellikle saglik alaninda yerel kaynaklardan biyoteknolojik
yontemlerle farmasotik sanayiye hammadde temini ve artirimi yoniinde yapilacak olan
hiicre siispansiyon kiltiirleri gibi biyoteknolojik ¢alismalara temel olusturmasi
potansiyelinden dolay1 6nem arzetmektedir.

Optimize edilmis kallus kiiltirlerinden metabolit biyosentezi, alternatif bir
yaklasim olarak karsimiza ¢ikmakta ve bitki biinyesinde sekonder metabolit tiretiminin
artisina yol acacak metotlarin uygulanmasi i¢in ayri bir platform olusturmaktadir.
Sekonder metabolitlerin iiretiminde rol alan genler, proteinler ve bu proteinlerin
diizenleyici islevlerinin ve rollerinin karakterizasyonu da dahil olmak {izere metabolik
siireci acikliga kavusturmak onemlidir. Hedef iiriinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu da
metabolik mithendislik i¢in diger 6nemli bir hedef olabilir. Biitiin bu biyosentetik yollar
aciklandiktan sonra, metabolik miihendislik yoluyla manipiilasyon daha dogru ve yararl
bir yaklagim olacaktir.

Sekonder metabolit yolaklarmin modifikasyonu da dahil olmak iizere
transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi miihendislik tekniklerinin uygulanmasi,
endiistriyel 6l¢ekte ekonomik olarak 6nem arz eden ikincil metabolitlerin tiretilmesi igin
biyoteknolojik siireglerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, yukarida degindigimiz ileri diizey miihendislik c¢aligmalarina
temel teskil edecek olan caligmamiz Pistacia cinsine ait diger tiirler ve tibbi 6neme

sahip bitkiler i¢in bir model olusturacaktir.
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