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OZET

ANTALYA FLORASINA ENDEMH§ OLAN Verbascum leptocladum’un IN
VITRO COGALTILMASI UZERINE BIR ARASTIRMA

Serife UNNU
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Kenan TURGUT
Haziran 2024; 51 sayfa

Anadolu’da  “Sigirkuyrugu’® olarak da tanman Verbascum L. cinsi,
Scrophulariaceae familyasinin en genis cinslerinden birisidir. Uzun yillar boyunca
geleneksel tipta kullanilmakta olan sigirkuyrugu (Verbascum spp.), tirlerinden biri olan
Verbascum leptocladum, Antalya florasina endemik olup, yayilim lokalizasyonu
Turkiye'de olduk¢a sinirhidir. Literatirde R kategorisi olarak yer almakta ve nesli
tikenme tehlikesi olan bitkilerdendir. Literatiirde bu tiire ait simirli sayida calisma
bulunmakta olup, herhangi bir bitki doku kiltiirii tekniginin uygulandig1 ¢alismaya
rastlanilmamustir. Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, risk kategorisine giren Verbascum
leptocladum tiiriine ait bitki doku kiiltiirii protokolii gelistirilmesi ve mikrogogaltim
yontemi ile bitkinin in vitro ¢ogaltilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda mikrogogaltim
icin en yliksek siirglin sayisini elde etmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda sitokinin
ve oksin igeren ortamlardan olusan deneme olusturulmustur. En yiiksek siirgiin sayis1 2
mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA iceren MS besin ortammdan elde edilmistir. Doku
kiltiriinde koklendirilen bitkiler basarili bir sekilde dis kosullara alistirilarak sera
kosullarinda giceklenen bitkiler elde edilmistir.
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Verbascum leptocladum
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ABSTRACT

A STUDY ON THE IN VITRO PROPAGATION OF Verbascum leptocladum
ENDEMIC TO THE FLORA OF ANTALYA

Serife UNNU
MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kenan TURGUT
June 2024; 51 pages

The genus Verbascum L., commonly known as "Mullein" in Anatolia, is one of
the most prevalent genera in the Scrophulariaceae family. Mullein (Verbascum spp.),
which has been used in traditional medicine for many years, includes a species called
Verbascum leptocladum, which is endemic to the Antalya region. The distribution of
Verbascum leptocladum in Turkey is quite limited; it is classified in the R category in
the literature and is among the endangered species. There are a limited number of
studies on this species in the literature, and no study has been found that applied any
plant tissue culture technique. This master's thesis aims to develop a plant tissue culture
protocol for the endangered species Verbascum leptocladum and propagate the plant in
vitro using micropropagation methods. In this context, experiments were carried out in
environments containing different concentrations of cytokinin and auxin to obtain the
highest number of shoots in micropropagation. The highest number of shoots was
obtained from the MS medium containing 2 mg/L BAP and 0.5 mg/L NAA. Plants
rooted in tissue culture have been successfully acclimated to external conditions,
resulting in flowering plants under greenhouse conditions.

KEYWORDS: endemic plant, germination, in vitro propagation, Verbascum
leptocladum.
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ONSOZz

Sigir kuyrugu olarak bilinen, Verbascum spp. cinsi Avrupa iilkelerinde tibbi ve
aromatik bitki olarak degerlendirilmektedir. Bu bitkinin kullanim1 ve degeri, yiizyillar
boyunca Avrupa'min farkli kiiltiirlerinde ve tip geleneklerinde kokli bir gecmise
sahiptir. Geleneksel tipta Oksiiriik, bronsgit ve diger solunum yolu rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle yapraklart ve cigekleri, solunum yollarini
rahatlatic1 6zelliklere sahip olup, oksiiriik suruplari, tentiirler ve diger bitkisel ilaglarin
yapiminda kullanilmaktadir. Fakat, tilkemizde Verbascum cinsinin gereken énemi heniiz
anlagilmamigtir. Antalya florasina endemik ve ¢ok yillik olan Verbascum leptocladum
tiiri “Tehdit Altindaki Bitki Tiirleri” listesinde “Tehlike Altinda” (EN) olarak
siiflandirilmaktadir. Dolayisiyla diger risk altindaki bitkilerde oldugu gibi bu tiirde de
hizli c¢ogaltim yontemlerinin gelistirilmesi tlirlin  korunmasina Onemli katkilarda
bulunacaktir. Bunun i¢in de in vitro c¢ogaltma tekniklerinin kullanilma potansiyeli
yuksektir. Bu tiirin smirli yayilimi ve tehlike altindaki tiirler kategorisinde (R
kategorisi) yer almasi, koruma ¢abalarin aciliyetini vurgulamaktadir. Bu tez ileride
Verbascum leptocladum ile yapilacak olan c¢aligmalara bir kap1 aralamaktadir. Ayrica
Turkiye'nin nesli tikenme tehlikesinde olan bu bitkinin tohum ¢imlenmesine ve mikro-
cogaltimina katkida bulunmay1 hedeflenmektedir.

Bu siiregte bana rehberlik eden ve c¢ok degerli bilgi birikimi ile ¢alismami
yonlendiren, tezimin her agsamasinda bana yol gosteren, zorlandigim her noktada bana
destek olarak bagka bir perspektiften bakmami saglayan, sebat etmeyi 6greten, ufkumu
genisleten danismanim Prof. Dr. Kenan TURGUT'a sonsuz siikranlarimi sunarim.

Bitki sistematigini ve teshisini degerli bilgi birikimiyle yaparak biiyiik destek
olan degerli hocam Prof. Dr. Ramazan Siileyman GOKTURK’e, fakiiltede bilgi,
donanim ve tecriibeleriyle desteklerini her zaman hissettiren ¢ok sevgili ve degerli
hocalarim; Prof. Dr. Naci ONUS ve ekibine, Dog. Dr. Ilkay KUTLAR’a, Ars. Gor. Dr.
Birgiil GUDEN’e, Dog¢. Dr. Utku YUKSELBABA’ya, Dog. Dr. Mehmet TEKIN’e,
ylurekten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamin yiritilmesinde her tirlii alt yapinin kullanilmasinda ve
bitkilerimin aklimatizasyon asamasinin siirdiiriilebilirligini saglamada imkan saglayan
Guney Agripark Ar-Ge Merkezi yoneticilerine, lisansiistii egitim hayatim boyunca bana
maddi ve manevi destek olan Tiirk Universiteli Kadinlar Dernegi Antalya Subesi’ne
ayrica tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismam boyunca desteklerini esirgemeyen dostlarim Hikmet DEVECI’ye,
Nawab NASIR’a, Ayse SAGIR’a, Moin QURESHI’ye, Leyla KURGAN’a, Oktay
SECILMIS’e ve listenin uzamamas: adma sevgili diger dostlarimin her birine cani
goniilden tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca bana maddi manevi her zaman yanimda olan aileme,
kedim Balgicek’e ve her zorluk yasadigimda, arkanda baban var diyerek beni
cesaretlendirip yiireklendiren ¢ok sevgili babam Bayram UNNU’ye tesekkiirlerin en
biiyiigiinii sunarm. Iyi ki varsiiz! Bu ¢alismanin, dogal mirasimizin korunmasina ve
bitki biyoteknolojisi alanina anlamli katkilar saglayacagina inaniyorum.
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Verbascum leptocladum’un in vitro Cogaltilmast Uzerine Bir Arastirma” adli bu
caligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
caligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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1 GIRIS

Sekonder metabolitler, bitkilerin farkli morfolojik yapilarmin birinde veya
birkag¢inda ya da tamaminda bulunan (kok, rizom, yaprak meyve ve ¢icek) oldukca
diisiik miktarlarda sentezlenen, renk, tat ve koku gibi duyusal 6zelliklerin olusumunda
bliyiik rol oynamasimin yaninda, bitkinin vektorlere karst kendisini savunmasii da
saglayan ancak bitkinin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmesi i¢cin mutlak gerekli
olmayan farmasotik acidan ise olduk¢a Onemli etkileri bulunan bilesiklerdir. Bu
bilesiklere sahip olan bitkilere tibbi ve aromatik bitkiler olarak adlandirilmaktadir.

Sifali bitkiler olarak da bilinen tibbi ve aromatik bitkiler, binlerce yildir
diinyanin dort bir yanindaki yerel topluluklarda sifa kaynagi olarak kullanilmastir.
Gilinlimiizde diinya niifusunun yaklasik %85'1 i¢in birinci basamak saglik hizmeti
yontemi olarak tibbi ve aromatik bitkileri kullanmaktadir (Shafi vd. 2021). Ornegin,
halk arasinda yaygin olarak "sigirkuyrugu" olarak bilinen Verbascum tirlerinin
yapraklari, ¢icekleri ve tiim toprak lstli aksamlar1 geleneksel tipta solunum yolu
iltihaplarinin tedavisinde, giiclii yara iyilestirici olarak, regl sancisi, romatizma ve kulak
agrilarimi hafifletmede, hemoroid, akciger hastaliklar1 ve diyabet tedavisinde, damar
sertligine karst yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. (Baytop 1999; Baser 2015,
Kahraman vd. 2010; Tuzlac1 ve Kugluk 1999; Kicuk 2016). Tim sentetik ilaglarin
%80'inin tibbi ve aromatik bitkilerden tiiretildigi ve ilaglarin kesfi i¢in bir kaynak olarak
cagdas onemine devam etmektedir (Bauer ve Bronstrup 2014).

Diinya genelinde yaklasik 400 bin bitki tiirii bulunmakta ve bunlarin 20 bini
tibbi amaglarla kullanilmaktadir. Ulkemizde bulunan yaklasik 2000 bitki tiirii tibbi ve
aromatik amagclarla degerlendirilmekte ve bu bitkilerin 500 ile 1000'1 geleneksel tipta
kullanilmaktadir (Oztiirk vd. 2012). Ayrica, iilkemizdeki tibbi ve aromatik bitkilerin
neredeyse tamami dogal ortamlarda yetismekte olup, bunlarin sadece kiiciik bir kismi
kiltire alinmastir. Tiirkiye iklimi, cografi konumu, bitki ¢esitliligi, tarim potansiyeli ve
tibbi ve aromatik bitkiler {iretimi i¢in genis yiizey alani agisindan biiyiik bir avantaja
sahiptir. Ustelik Avrupa Birligi tibbi ve aromatik bitkiler ticaretinde lider olan iilkelerin
basinda gelmektedir. Tiirkiye, ti¢ fitocografik bolgenin kesisme noktasinda yer almakta
olup, Giiney Avrupa ile Giineybati Asya tibbi ve aromatik bitkiler floras1 arasinda bir
koprii konumundadir. (Pakdemirli vd. 2021). Tiirkiye’nin {i¢ tarafi denizlerle g¢evrili
olup orman, bozkir, kayalik, maki ve tuzlu bolgeler gibi farkli mikro iklim 6zelliklerine
sahiptir. Tiirkiye'nin bitki zenginligi bu farkli jeolojik ve topografik 6zelliklerinden ve
ic bolgenin kesisim noktasinda olmasindan kaynaklanmaktadir. Anadolu, tarihi gelisimi
siirecinde goc yollar1 {izerinde yer almis ve pek ¢ok uygarligin barinag: olarak, bitki
varyasyonunun artmasinda ve gen kaynaklarimin zenginlesmesinde o©nemli rol
oynamistir. Ayrica, Anadolu diinyada kiiltiire alinan pek ¢ok bitkinin de gen merkezidir.
Tiirkiye’de bulunan yaklagik 200 bitki tiirli, biiyiik ihracat potansiyeline sahiptir
(Baytop 1999; Faydaoglu ve Siiriiciioglu 2011).
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Yunancada endomos kelimesinden gelen endemik sozciigii, kisith bir bolgede
dagilim gosteren bitki gruplarimi tanimlamaktadir. Endemik bitkiler kimi zaman
metrekarelerle kimi zamanda kitalara kadar uzanabildiginden dolay1 yayilis
gosterdikleri alan, tam olarak kesin smirlarla ifade edilememektedir. Uygulamada ise
yalnizca belirli bir cografi bolge ya da daha sinirli alanlarda yayilis gosteren bitkiler
endemik olarak tanimlanmaktadir (Kaya ve Aksakal 2005). Endemik bitkiler bolgenin
siirina ve sinirlara bagh olarak, bu tiirler yerel endemik, bolgesel endemik, ulusal
endemik, bolgesel endemik ve kitasal endemik olarak smiflandirilabilir (Coelho ve
Romano 2020).

Endemik tiirlerin dar yayilis gostermesinin iki temel sebebi vardir. Birinci
sebep, jeolojik devirlerde genis yayilisa sahip olan bitkiler g¢evre kosullarindaki
degisimlerin sonucunda ortadan kalktig1 diisiiniilmektedir. Konservatif endemik veya
paloendemik olarak tanimlanan bu tiirler, hayatta kalabilmeyi 6zel ortam sartlarina
siginarak basarabilmis ve varliklarin1 devam ettirebilmislerdir. Diger neden ise tiirlerin
yeni olugmasidir; Neoendemik olarak tanimlanan bu tiirler heniiz yayilis agsamasinda
olduklart igin yayilis alanlar1 kisithdir. Ornegin Alp Daglari’nda Daphne, Rhamnus,
Salvia, Sideritis ve Verbascum cinslerine ait birden fazla tur, bu tipteki endemikler
arasinda yer almaktadir. Neoendemikler yeni tiirleri ifade ederken Paloendemikler ise
eski turleri ifade etmektedir (Se¢men 1996).

Tiirkiye florasinda yetisen ve ikinci en biiyiik endemik tiire sahip olan cins
Verbascum L.’dir. Endemizm oran1 yaklasik olarak %80 olan Verbascum L. cinsinin,
255 tlrtnun 200 tanesi endemiktir (Duman vd. 2020; Karaveliogullar: vd. 2012; Giiner
ve Aslan 2012 ). Antalya florasinda toplam 26 adet Verbascum tiiriiniin bulunmaktadir.
Bu tiirlerden 19 tanesi Tiirkiye endemigi, 10 tanesinin ise Antalya iline endemik oldugu
bilinmektedir (TUBIVES).

Scrophulariaceae familyasina ait olan Verbascum L. cinsinin (Celsia L. harig)
tim diinyada yaklagik 360 tiirii bulunmaktadir (Duman vd. 2020). Anadolu Verbascum
tiirlerinin genel dagilim alamdir fakat en yiiksek yogunluga Iran-Turan bolgesinde
rastlanmaktadir (Ertem 2022).

Verbascum cinsi, tohum morfolojisine ve yayilis alanlarina gore Aulacospermae
Murb. ve Bohtrospermae Murb. olmak iizere iki seksiyona ayrilmistir. Tiirkiye'deki tiim
Verbascum taksonlar1 ise Bohtrospermae seksiyonunda bulunmaktadir (Eyiiboglu
2022).

Verbascum cinsinin genel 6zellikleri su sekildedir; bitkiler genellikle tek yillik,
iki y1llik veya ¢ok yillik otsu formdadir. Nadiren ¢ali formunda da bulunabilirler. Gévde
yapraklar1 genellikle alternatif, ancak bazen karsilikli, basit veya parcali olabilir. Taban
yapraklart genellikle rozet seklindedir. Bitkinin tiiylenme 0Ozellikleri degiskenlik
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gosterebilir, tiiysiiz veya salgi tiiylii olabilirler, ayrica basit veya dallanmis tily Ortiisiine
sahip olabilirler. Cigekler genellikle tepede rasem, spika veya panikulada dizilmistir.
Cogunlukla kaliks esit olarak bdliinmiistiir. Korolla genellikle sar1 renkte olup, bazen
menekse-mor, kahverengi, sarims1 ve mavimsi yesil renkte olabilir; aktinomorf veya
kismen zigomorf olabilir. Stamen sayis1 genellikle 4 veya 5 adettir, ancak bazen 4 adet
fertil stamen ile 1 tanesi steril olabilmektedir. Flamentler genellikle sarimsi veya
menekse-mor renkte, ince-uzun ve yumusaktir; bazen salg tiiyld, hepsi esit veya alttaki
iki anter daha uzun veya daha kalin olabilmektedir. Ust kisimda olan 2 veya 3 stamenin
anterleri genellikle enine ortadan bagli olmakla birlikte reniform yapidadirlar. Asagida
bulunan 2 anter, benzer veya daha uzun olabilir, asag1 dogru ilerleyebilir, asimetrik
baglanmis veya kismen oblik olabilmektedir. Stilus, genellikle tek ve ipliksi seklindedir.
Stigma genellikle yarim kiiresel, oval veya spatiil seklindedir. Kapsiiller genellikle
septisit, kiresel veya dikdortgenimsi veya silindir bicimindedir. Tohumlar kiigiik ve ¢ok
sayidadir, Tiirkiye'deki tohumlar genellikle obkonik prizmatik ve enine cukurludur.
(Huber ve Morath 1978).

Verbascum cinsinin adi, Latince’de barba, yani 'sakal' kelimesinden tiiredigi
diisiiniilen barbascum'un bozulmus bir seklidir; bu ismin cinsin kaba ve tiiyli
goriiniimiine ithafen verildigi diistiniilmektedir (Strange 1977).

Verbascum leptocladum Boiss. & Heldr. (Scrophulariaceae) 30-45 cm arasinda
boyunda, beyazims1 veya grimsi renkte, kecemsi tiiylii, Antalya florasinda endemik olan
cok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 1.2). Govde narin, dik veya yikseltici-dik, genellikle
dallanmistir. Taban yapraklar ise darca dikddrtgenimsi, 2-10 x 0,5 cm, disli kenarh
veya tam kenarli, u¢ kisminda sivri uclu, yaprak sap1 1-4cm boyunda; gévde yapraklari
taban yapraklarina benzer ancak daha kiiciiktlir. Cigek durumu genis panikula 1-2-4
cigeklidir. Brakteler seritsi- dikdortgenimsi, uzun sivri ucludur. Cicek sap1 Smm’ye
kadar ¢ikar; brakteoller seritsi-dikdortgenimsidir. Kaliks 4-7mm ¢apinda, loblar seritsi-
dikdortgenimsidir. Korolla agik sar1 canli renkte, 16-22 mm c¢apinda, salgisiz, dis
kisminda yildizzimsi tiiyler bulunmaktadir. Stamenler 5 tane, anterler bdbreksi,
filamentler anterlere kadar beyaz-sar1 yiintimsi tiylidir (Sekil 1.3). Kapsuller
yumurtamsi-dikdortgenimsidir. Rozet verme zamani erken donem mart ayr olmakla
birlikte, koltuk alti tomurcuklanma donemi nisan ayi; ¢igeklenme, sapa kalkma ve
tomurcuklanma dénemi ise mayis ay1, kapsiillerin olgunlasma zamani1 temmuz ay1 sonu
olup hasat donemi ise agustos ayidir. Yetisme ortami deniz seviyesinden 250m’ye kadar
olan yiksekliklerdeki Kizilgam Ormanlari’dir. Heldreich tarafindan Antalya’dan
toplanan bu tiir, 1853 yilinda Boissier ve Heldreich tarafindan bilim diinyasina
tanitilmistir (Huber-Morath 1978).
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Taxa Comparison

s il

© Verbascum leptocladum

Sekil 1.1. Verbascum leptocladum 'un Tiirkiye’deki yayilisi (TUBIVES)eki

Sekil.1.2. Verbascum leptocladum’un genel gorinimi (Akdeniz Universitesi Kampiisii)

Verbascum leptocladum Kizilgam ormani (Pinus Brutia) altinda, 0-250 metre
arasinda arasindaki yiiksekliklerde varligim stirdirmektedir. Ci¢eklenme zamani haziran
ve temmuz aylaridir. Bulundugu element ise Dogu Akdeniz elementidir (TUBIVES).
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Sekil 1.3. Verbascum leptocladum’un bitkisel 6zellikleri a) Cigeklenme donemi, mayis
ilk haftasi; b) tac yaprak ve stamenler; c) erken dénem rozet verme zamani, Mart Ay1
2024 (Akdeniz Universitesi Kampust)

Verbascum, yaygin olarak bilinen adiyla sigirkuyrugu, geleneksel tip ve bitkisel
tedavide uzun siiredir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Bu hastaliklari
sOyle siralayabiliriz; astim, solunum yolu rahatsizliklari, hemoroit ve sa¢ dokiilmesi gibi
rahatsizliklarin yani sira mantar enfeksiyonlari, cilt yaralari, romatizmal agrilar, ishal,
lenfosittik 16semi ve A2 ve B grip virlisleri gibi hastaliklara kars1 da etkili oldugu
aragtirmalarla belirtilmektedir. Yapilan g¢aligmalar, sigirkuyrugunun giiclii bir anti-
enflamatuvar etkiye sahip oldugunu ve cigeklerinin antiviral 6zellikler sergiledigini
gostermektedir (Sener ve Dulger 2009).

Verbascum L. turlerinin yaprak ve ¢igeklerinin drog olarak kullanimi Asya,
Avrupa, Afrika ve Kuzey Amerika'daki bir¢ok toplumda belgelenmistir. Bu tiirler
ylizyillardir geleneksel halk hekimliginde bronsit, tiiberkiiloz, astim ve farkl iltihaplar
gibi ¢ok cesitli insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Baz1 Verbascum
tiirlerinin bronsit, kuru 6ksiiriikk, bogmaca, kronik oksiiriik, tiiberkiiloz ve astim gibi
solunum problemlerinin tedavisinde tibbi kullanimlar1 geleneksel olarak rapor
edilmistir. Ayrica cilt, akciger, uyarilmig gastrointestinal sistem, trakea, karin ve
bagirsak hastaliklarini, iltthaplanmay1, migren kaynakli bas agrilarini tedavi etmek igin
de kullamlmustir Ozellikle baz1 Verbascum tirleri olan Verbascum phlomoides L.,
Verbascum densiflorum Bertol., Verbascum thapsus L. ve bu tiirlerle ayn1 grupta olan
diger tiirler terletici, balgam attirici, idrar arttirict ve gogiis yumusatici olarak
kullanilmaktadir. Miisilaj, saponin, ugucu yag, flavon glikozitler, rezin ve ac1 madde
icermektedir. Sadece insan sagliginda degil, icerdikleri saponin bilesiginden dolay1
balik tutmak i¢in de yararlanilmaktadir (Baytop 1999; Tath ve Akdemir, 2006; Selseleh
vd. 2020).

Sigirkuyrugu tiirleri sekonder metabolitler acisindan olduk¢a zengindir. Bu
metabolitlerden bazilar1 sunlardir: saponinler, iridoitler ve feniletanoid glikozitler,
neolignan ve monoterpen glikozitler, fenolik ve yag asitleri, spermin alkaloitleri,
steroidler ve flavanoidler gibi biyolojik olarak aktif bilesiklerin kaynaklaridir. Bu
alkaloitlerin icinde en ¢ok 6nemli olanlar; apigenin, verbaskosit, ajugol, katalpol,
okubin, saponin A ve C’dir (Tathi ve Akdemir 2004).
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Verbascum leptocladum Boiss. & Heldr., Verbascum davisianum Hub.-Mor.,
Verbascum mucronatum Lam., ve Verbascum wiedemannianum Fisch. & Mey.
tiirlerinin alerjilere karsi antihistaminik, mantarlara karsi antifungal, bakterilere karsi
antibakteriyal ve serbest radikallere karsi antioksidan etkileri, farmakolojik ¢alismalar
yoluyla tanimlanmistir (Kii¢iik 2016).

Sigirkuyrugu preparatlari, 19. yiizyilm sonlarinda Avrupa, Ingiltere ve
Amerika'da verem hastalarina yonelik goglis yumusatict olarak kullanilmistir.
Giliniimilizde ise ayn1 amagla sigir kuyrugu hala kullanilmaktadir. Ayrica, kronik orta
kulak iltihab1 (Otitis media) ve kulak egzamasinda da tercih edilmektedir. Almanya'da,
E Komisyonu monograflar1 arasinda yer alir ve Alman Ila¢ Kodeksi'nde kayitlidir.
Alman pediatrik tibbinda, sigirkuyrugu cicegi cocuklarda balgamli oksiiriik (liretken
Oksiiriik) tedavisinde kullanilan ¢aylarin bilesiminde bulunur (Baser 2015).

Sigirkuyrugu tiirii olan ve mullein olarak adlandirilan Verbascum thapsus, antik
caglardan beri tibbi amaglarla kullanilmistir. Ancak, ticari popiilaritesi ve talebi son
yillarda artmistir. Giiniimiizde, ABD'deki aktarlarda bu bitkinin droglari, kapsiilleri,
alkol ekstreleri ve ¢igeginin yagi kolayca temin edilebilmektedir. Bitkinin yapraklari,
bazen normal bir tiitiin pipo i¢inde sigara gibi igilerek, solunum mukozasinin tahrisini
hafifletmek i¢in kullanilir ve verem hastaliginin Oksiiriigiinii kontrol altina alabilir.
Yapraklarinin astim ve spazmodik oksiiriikler i¢in sigara yapildiginda fayda sagladig: da
belirtilmistir. Cigeklerinin bir siseye konmasi ve glineste birakilmasi, hemoroid tedavisi
icin degerli bir yaglhi madde iiretebilir. Yapraklari, uygulanan fomentasyonlar ve
poultislerle hemoroid sikayetlerinde faydali olmustur. Ayrica yapraklari kaynatilarak
kalp uyarict olarak da kullanilmistir. Avrupa'da, mullein ciceklerinin kaba tiiylerinden
ayrilarak siizlilen inflizyonun, hafif burun akintilar1 ve kolik i¢cin evde kullanilan bir
tedavi yontemi oldugu bildirilmistir. Ciceklerinin zeytinyaginda uzun siire giineste
birakilmasi veya atese yakin tutularak elde edilen yag, Almanya'nin kirsal bolgelerinde
hemoroid ve diger mukoza zari iltihaplari i¢in kullanilmistir, ayrica donma ve morluklar
icin de etkilidir. Ciceklerinin receli ayrica mantar tedavisinde kullanilmistir ve
ciceklerin damitilmis suyu uzun siire yaniklar ve erizipel i¢in bir tedavi yontemi oldugu
sOylenmistir. Koklerin kaynatilmasi, ates diisiiriicii olarak dis agrisimi ve migren
nobetlerini hafifletmek i¢in kullamilmistir. Bitkinin suyu ve kurutulmus koklerden
yapilan toz, kabalagmis sigillerin hizla kaybolmasina yardimci olmaktadir. Bitkinin
yagi, kulak agris1, akint1 ve dis kulak ve kanalinin egzamasi i¢in 6nerilir. Ayrica hastalik
mikroplarii yok edici 6zelliklere sahip oldugu sdylenmektedir. Zeytinyaginda 21 giin
bekletilen taze ¢iceklerin etkili bir bakterisit oldugu sdylenmektedir. Alkol tentiirii, taze
ot ile alkoliin uzun siireli migren veya kulak baskisi ile bas agrisin1 hafifletmede etkili
oldugu kanitlanmigtir. Nitekim tohumlarinin zehirli oldugu ve bu hazirliklarda
kullanilmamasi gerektigi vurgulanmistir (Turker ve Gurel 2005).

Diinya capinda tiirlerin korunma durumuyla ilgili en 6nemli bilgi kaynagi,
IUCN (Uluslararas1 Doga Bitki Koruma Dernegi) Kirmiz1 Liste'sinde yer almaktadir.
Verilen son verilere gore, simdiye kadar degerlendirilen 38,630 tiirlin i¢inde, tanimlanan
422,683 tiirden 15,774 bitki tiirdi tehdit altindadir. Diinya tizerinde biyolojik cesitliligin
en yogun oldugu, ayn1 zamanda en tehlikede olan alanlar1 Kiiresel Biyogesitlilik Sicak
Noktalarii tanimlamaktadir. Bu alanlar, 6zellikle yiliksek endemizm seviyelerine ve
ekosistemlerin hizla yok olma tehditlerine sahiptir. Birgok bitki tiirii (%75'ten fazlas),
35 Kiiresel Biyogesitlilik Sicak Noktasina endemiktir ve bu bodlgelere yonelik koruma
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cabalari, bu benzersiz tiirlerin kaybin1 6nemli 6lgiide azaltmaya katki saglayabilecegi
diisiiniilmektedir (Coelho ve Romano 2020)

IUCN (Uluslaras1 Doga Bitki Koruma Birligi) tarafindan Antalya florasinda
endemik ve ¢ok yillik olan V. leptocladum tiirii “Tehdit Altindaki Bitki Tirleri”
listesinde “Tehlike Altinda” (EN) olarak raporlanmistir (Ekim ve ark. 2000).

Ulkemiz bitkilerinin IUCN (Uluslaras1 Doga Bitki Koruma Birligi)
siiflandirilmasini kapsayan Red Data Book 2000 yilindaki yayinlanmis raporda, bu
eserde 13 kadar bitki tiirliniin gegen yiizyil i¢inde toplandiklar1 halde Prof.Dr. Latif
KURT tarafindan yapilan arastirmalarla daha sonra bulunamadiklar1 ve bu nedenle
nesillerinin tiikenmis oldugu belirtilmistir (Yigit ve Kurt 2024).

Endemik bitki tiirleri antropojenik tehditlere ve iklimsel degisikliklere karsi
daha savunmasiz olduklar1 i¢in daha ytiksek nesli tiikenme tehlikesine sahiptirler (Sekil
1.4). Boyle olmasmin nedeni endemik tiirlerin sinirli bir dagilima, kii¢iik bir
popiilasyona, kisa iireme kapasiteleri sahip olduklarindan dolay1 dengeli ve sabit habitat
kosullarma ihtiyag duymalarindan ve kaynaklanmaktadir. Insanlar tarafindan asir1 ve
bilingsizce bir sekilde toplanmalari da nesli tiikenme tehlikesini artirmaktadir. Bu
ylizden yalnizca yerinde koruma oOnlemleri alinmasi yeterli olmamakla birlikte, diinya
capinda bu tiirlerin korunmasi endise kaynagi olusturmaktadir. Ex situ korunma
onlemleri, bu tiirlerin korunmasi i¢in alinmasi gereken tedbirlerden bir tanesidir. Tohum
bankaciligi biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve bitki tiirlerinin siirdiiriilebilirligin
saglanmasi acisindan etkin bir yontemdir ancak maliyeti fazladir. Biyoteknolojik araclar
bu konuda yeni alternatif yaklasimlar ile tamamlayict kisa orta uzun vadeli stratejili

secenekler sunmaktadir. Son yillarda bitki tiirlerinin korunmasinda uygulamalar1 dnemli
6lciide artmistir (Coelho ve Romano 2020).

Sekil 1.4. Antropejenik tahribat altindaki Verbascum leptocladum bitkisine ait farkli
doénemlerdeki goruntiler (Akdeniz Universitesi Kampdistl) a) 23.05.2024; b) 21.09.2023
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Ulkelerdeki gen kaynaklarmin korunabilmesi, bitkisel ¢esitliligin muhafaza
edilebilmesine baglidir. Bu bitkisel ¢esitliligin 6nemli bir unsuru olan endemik tiirlerin
muhafaza edilebilmesi i¢inde, mevcut gen kaynaklarinin korunabilmesi gerekir. Genetik
cesitliligin muhafazasi ise, bitkinin bir parcasi ya da tiim bitkinin canli ve saglikli
tutulmas1 ile saglanabilmektedir. Ozellikle, vejetatif ve generatif yollarla
cogaltilamayan, genetik bakimindan degerli materyaller yapay ortamlarda saklanmasi
gerekmektedir (Sehirali 1987). Bitki doku kiiltiirii 1slah ¢aligmalari, genetik aragtirmalar
ve biyoteknolojik uygulamalar gibi cesitli hedefler icin gereken bitkisel materyalin
tiretimi, koruma amagli en 6nemli tekniklerden biri olarak kabul edilir (Endress 1994).

In vitro iiretim olarak da adlandirilan bitki doku kiiltiirii teknigi, geleneksel
iiretim metotlarina alternatif olarak etkili bir secenek olarak kabul edilir, ¢linkii kisa bir
siire i¢inde ve smirhi bir alanda birgok bitkinin yeniden kazanilmasma ve iireme
materyalinin tasinmasinin kolaylastirilmasina, bitki materyalin degerlendirilmesi ve
giivenli bir sekilde saklanmasina olanak tanimaktadir. Bu 6zellikle ender ve tehlikede
olan tiirler ve geleneksel tekniklerle veya yavas iireme oranlariyla zor ¢ogaltilan bitkiler
icin yararlidir. Bu teknigin bir diger avantaji, ana bitkiden baslangi¢ bitki materyalinin
kiigiik miktarlarinin yeterli olmasidir, bu da dogal habitat alanlar1 {izerinde az etkiyle
biliylik Olcekte iiretme imkani saglamaktadir. Dis ortamda yetistirilen bitkilerin
kullanimi, tehdit altindaki tiirlerin veya popiilasyonlarin soyunun tiikkenme riskini
azaltmanin etkili bir yontemidir. Dolayistyla, etkili tireme protokollerinin gelistirilmesi,
koruma programlarinda temel bir adimdir. In vitro kultlr, ender ve tehlikede olan
bitkilerin genetik materyalinin kisa bir donemde aktif biiylimelerini ve korunmasini
saglar. Bu durum bitkilerin dogrudan iiretilmesi i¢in temel bir adim olmakla birlikte,
orta- (yavas biiylime) ve uzun donem (kriyoprezervasyon) koruma tekniklerinin
uygulanmasinda da Onemlidir (Engellman 2011). Mikrogogaltim teknigi, tibbi ve
aromatik bitkilerin in vitro tiretiminde yiiksek rejenerasyon imkani sunmasi nedeniyle
onemli genotip ve kemotiplerin ¢ogaltimi i¢in kullanilan son derece kiymetli bir
tekniktir (Emek 2018).

Dogada hasara ugramis bitkilerin hasarli dokularinda yaygin olarak kallus
olusumu goriilmektedir. Kallus dokusunun olugmasinin kaynagi, bitkilerin yara almis
dokularinda yer alan parankimatik hiicrelerin diizensiz yiginlar olusturarak ¢ogalma
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Bitki doku kiltiri icerisinde yer alan ve popiler
bir teknik olan kallus kultlrinde bitkilerin bu yeteneklerinden faydalanilmaktadir. Bu
yontem, in vitro kosullarda bitki dokularinda yaralar olusturarak hiicrelerin
farklilasmasina tesvik edilmektedir. Kallus kiiltiirii, tibbi 6neme sahip bitki tiirlerinin
sekonder metabolitlerinin iliretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica
bitkilerin rejenerasyon potansiyelini aragtirmak veya bitki genetigi ve biyoteknoloji
caligmalarinda kullanilmaktadir (Babich vd. 2020).

Diinya biyoloji ve koruma bilimcilerinin kars1 karsiya oldugu tiiglii bir zorluk
vardir: mevcut biyolojik cesitliligi siiflandirmak; ekosistem, habitat, tiir ve gen
kaybinin hizin1 durdurmak ve siirekli artan insan niifusunu beslemektir. Genellikle, su
anda korkung bir bitki genetik ¢esitliligi kaybinin yasandig: kabul edilmektedir: tiirler,
gen kombinasyonlar1 ve aleller sonsuza dek kaybolmakta ve bu genetik erozyon
siirecinin gelecekte daha da ciddi hale gelme olasiligi bulunmaktadir. Bitki ¢esitliliginin
korunmasi, insanlara dogrudan faydalar saglayabilecek yeni tarimsal ve kultlr
bitkilerinin  gelistirilmesi, tibbi ilaglarin gelistirilmesi ve dogal ekosistemlerin
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isleyisinde bitkilerin oynadigi belirleyici rol nedeniyle hayati éneme sahiptir. Hizli
niifus artisiyla birlikte kararli bir bitki g¢esitliligi kaybinin ekonomik, siyasi ve sosyal
sonuclar1 kontrol edilmezse yikict olabilecegi diisliniilmektedir. Bu konularin insanlik
icin 6nemi, Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi'nin (UNCED 1992) amaglarina iliskin 1.
Maddede vurgulanmaktadir: Bu sézlesmenin amaglart sunlardir; biyolojik ¢esitliligin
korunmasi, elde edilen unsurlarin siirdiirilebilir kullanim1 ve genetik kaynaklarin
kullanimindan dogan faydalarin adil ve esit paylasimidir (Hawkes 1997).

Bu kapsamda, bu tezin amaci IUCN Red listesinde yer alan, nesli tilkenme
tehlikesi olup risk grubunda olan sadece Antalya dogal florasinda yetisen Verbascum
leptocladum i¢in ¢imlendirme, sterilizasyon protokolii gelistirilerek gelecekteki
fizyolojik ve biyokimyasal ¢alismalar icin bitki materyali saglanacak bir in vitro kiltir
protokolii olusturmay1r hedeflemektedir. Yapilacak c¢aligma basarili olursa V.
leptocladum’un doku kiiltliri yontemiyle tohuma ve zamana bagli kalmadan, steril
kosullarda, genetik yapilar1 korunarak daha saglikli ve hizli yetistirilmesi tibbi ve ticari
potansiyeli olan V. leptocladum’un iiretim siirecinin hizlandirilarak ekonomiye
kazandirilmasi, neslinin korunmasina katki saglanacaktir.
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2 KAYNAK TARAMASI

2.1. Nesli Tiikenme Tehlikesi Bulunan Endemik Bitkilerde Yapilan in vitro
Mikrocogaltma Calismalarinin Bazilan

Benson vd. (2000) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Iskogyanin kuzeyinde
nadir endemik ve nesli tikenme tehlikesi bulunan  Primula scotica igin basit bir
mikrogogaltma yontemi rapor etmislerdir. Sterilize edilmis tohumlarin hormon
icermeyen Murashige ve Skoog (MS) ortaminda ¢imlendirmislerdir. Cimlenen fideleri,
mikrogogaltma i¢in modifiye edilmis MS ortamina (Smith, 1992) transfer edilmistir. Bu
ortam, 0.2 mg It 6-benzil amino purin (BAP) ve indol asetik asit (IAA), 20 g/l sukroz
ve 7 g/l agar ile desteklenmistir. Mikrogogaltilmis bitkiler, ventilli SunCap kapakli cam
kavanozlarinda muhafaza edilmistir. Bitkisel biiyiime diizenleyicisi igeren ortamda
yetistirilen bitkiler icin ortalama c¢ogalma oranlari 4-6 olarak elde edilmistir.
Mikrogogaltma yontemini, P. scoticamin dort farkli klonuna uygulamislar ve klonal
farkliliklar gézlemlenmistir. Baz1 bitkiler hiperhidriklik (dokularin asir1 su toplamasi)
gostermis, ancak bu sorunu sik alt kiiltiirleme araliklar1 ve hormon igermeyen ortama
aktarim ile ¢ozmiislerdir. Daha sonra kiiltiirlerde kallus olusmamis ve gelisim sadece
siirgiin ve kok iiretimi yoluyla devam etmistir. /n vitro yetistirilen bitkiler ex vitro
kosullara aktarilmis ve mikrogogaltimi yapilan P. scotica bitkilerinin dogal habitatlara
yeniden transferi i¢in uzun vadeli stratejiler gelistirmislerdir. Bulduklar1 bu basit
yontemle, diger tehlike altindaki Primula tlrlerine de uygulanabilir potansiyele sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Rathore vd. (2004) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, Balanites aegyptiaca
(Balanitaceae) olarak bilinen Hingota, Citrus limon (Rutaceae) olarak bilinen Nimbu ve
Syzygium cuminii (Myrtaceae) olarak bilinen Jamun gibi olgun agaglarin klonlanmasi
icin mikrogogaltma protokolleri gelistirilmislerdir. Ana agaclart kis mevsiminde
budayarak duyarli nodal eksplantlar elde etmislerdir. Bu eksplantlari, MS ortami ve 0.45
uM BAP besin ortaminda kiiltiire alarak aksiller meristemlerin in vitro olarak aktive
edilmesiyle birden fazla silirgliin {iretmislerdir. Daha sonra siirgiinlerin kiiltiirde
cogaltilmast i¢in ¢esitli yontemler uygulamiglardir. Elde edilen klonlar hem in vitro hem
de ex vitro kosullarda koklendirmis ve basariyla dogal ortama aktarilmiglardir.
Yiriittiikleri bu calismayla, secilmis klonlarin kitlesel ¢ogaltilmasin1 ve bu tiirlerin
genetik olarak iyilestirilmesini saglamiglardir.

Almeida vd. (2005) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, Giiney Iber
Yarimadasi'nda Tersiyer mirasi olarak kabul edilen ve nesli tiikkenme tehlikesi altinda
olan endemik tir Rhododendron ponticum L. subsp. baeticum'un in vitro g¢ogaltilmasi
basartyla gergeklestirmislerdir. Apikal silirglinler ve nodal segmentlerden alinan
eksplantlardan siirglin ¢ogalmasi iizerinde farkli sitokinin: IAA oranlar1 ve ¢esitli zeatin
konsantrasyonlarinin etkisini incelemislerdir. Sitokinin tiirii ve eksplantin kokeni,
strglin ¢cogalmas: iizerinde en etkili faktorler olarak belirlemislerdir. En yiiksek siirgiin
cogalma oranlari, zeatin ile zenginlestirilmis ortamda tek nodal eksplantlardan elde
etmislerdir. Zeatin konsantrasyonunun artmasi, slirgiin ¢ogalmasini artirmis ancak bu
etki yiiksek zeatin konsantrasyonlarinda azalttigini gozlemlemislerdir. Siirgiin biiylimesi
apikal siirgiinlerde daha belirgin olmus ve oksin varli1 bu bilyiimeyi artirmamistir. /n
vitro koklendirme i¢in uygun prosediirler belirlenmis ve en iyi sonuglar, Anderson'in
modifiye edilmis yarim makrosalt iceren ortamda elde etmislerdir. Siirgiinlerin ex vitro
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koklendirilmesi en yiiksek koklendirme ve hayatta kalma oranlarini saglamistir. Sonug
olarak, bu ¢alismanin mikrogogaltmayla tretilen bitkileri, dogal habitatlarina yeniden
aktarilmislar ve bu tiir i¢in mikrogogaltma protokoliinii basartyla gelistirmislerdir.

Nasircilar vd. (2011) tarafindan yiiritilen bir ¢alismada, Hyacinthaceae
familyasina ait endemik ve nesli tiikkenmekte olan Muscari mirum Speta bitkisinin in
vitro tireme protokoli gelistirilmislerdir. Cesitli eksplantlar1 (sogan pulpu, sap, yaprak
ve olgunlasmamis embriyo) farkli besin ortamlarinda yetistirmisler ve BAP, NAA,
TDZ, Pikloram, 2,4-D igeren besin ortamlarina aktararak incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuclara gore, sogan pulpu eksplantlarinin en etkili oldugunu gostermis ve en yiiksek
besin ortami veriminin Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda 4 mg L' BAP ve
0.25 mg L NAA kullanilarak elde etmislerdir. Koklenmis sogan fideleri uygun bir
saks1 karisimina aktarmislar ve in vitro dan elde edilen sogan fidelerinin kromozom
sayisinin diploid oldugunu saptamiglardir. Elde ettikleri bulgular, Muscari mirum
Speta'nin korunmasi ve iiretimi i¢in 6nemli bir katki saglamstir.

Cristea vd. (2013) tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada, Romanya’da endemik ve
nesli tukenme tehlikesinde olan Dianthus spiculifolius Schur bitkisi iki farkli
populasyondan toplayarak in vitro kiiltiir teknikleri kullanilarak korumaya almislardir.
Bu baglamda bitkinin biiyiime uclarindan siirgiin eksplantlar1 kullanmiglardir. n vitro
kiiltiir stirecinde sterilizasyon, c¢ogaltma ve aklimatizasyon adimlari basariyla
uygulanmis ve bitkilerin saglikli bir sekilde yetistirilmesi i¢in protokoller gelistirerek
bitkiyi koruma altina almiglardir.

Patel vd. (2014) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Asclepiadaceae familyasina
ait, Thar Colii'niin asir1 kurak bolgelerinde yetisen ve antioksidanlar bakimindan zengin
olan nesli tikenme tehlikesi bulunan endemik Caralluma edulis (Edgew.) Benth. &
Hook. bitkisinin ¢ogaltilip ve korunmasi amaciyla yiiriitmiislerdir. Bitkini diigiim veya
tomurcugundan alinan nodal segment eksplantlar1 kullanmislardir. Siirgiinlerin
cogalmasi icin en iyi sonuclar Murashige ve Skoog (MS) ortaminda 0.5 mg 1 BA + 0.5
mg It Kn + 0.1 mg It NAA ile elde etmislerdir. Koklenmis fideleri hem in vitro hem de
ex vitro kosullarda basariyla ¢ogaltmislardir. Bu protokol, yenilebilir, endemik ve nesli
tilkenme tehlikesinde olan bitkinin biiytik dl¢ekli cogaltilmast ve germplazm korunmasi
icin etkili bir yontem olarak gelistirmislerdir.

Cetin vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen bir caligmada, nesli kritik diizeyde
tikenme tehlikesi bulunan, endemik Erodium somanum, bitkisinin in vitro kosullarda
mikrogogaltim potansiyelini arastirmislardir. Yizey sterilizasyon protokoliinde E.
somanum tohumlarina %70 etil alkol konsantrasyonunda 3 dk, %10 ticari camasir suyu
icerisinde 5 dk uygulanarak steril bitkileri basariyla elde etmislerdir. /n vitro kosullarda
cimlendirilen tohumlardan elde edilen bitkiciklerden izole edilerek alinan yaprak
eksplantlar1 siirgiin rejenerasyonu gelistirmeleri i¢in BAP ile kombine edilmis IBA ve
NAA bitki biiylime diizenleyicilerini igeren 8 farkli MS besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Arastirmalarinin sonucunda elde ettikleri verilere gore, en basarili siirgiin
gelisimleri, yaprak eksplantlarinda 1 mg/L BAP ile 0,1 mg/L IBA igeren MS ortaminda
ve siirgiin ucu eksplantlarinda 2 mg/L BAP- 1 mg/L TAA igeren MS besin ortaminda
oldugunu saptamislardir.
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Emek (2018) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada nesli kritik diizeyde tehlikede olan,
tibbi endemik Micromeria dolichodontha P.H. Davis tirlndn in vitro koltuk alt1 siirgiin
yoluyla cogaltma protokoliinii gelistirmistir. [n vitro sartlar altinda elde edilen
bitkiciklerden alinan koltuk alti tomurcuklar1 eksplant olarak kullanilmistir. Tohumlarin
ylizey sterilizasyonu igin; %50’lik etil alkolde 1 dakika, 3-4 damla Tween 20 ile
%2,5’lik sodyum hipoklorit konsantrasyonunda 5dk muamele edilerek basarili bir
sterilizasyon protokolii gelistirilmistir. Elde edilen eksplantlar1 farkli tip ve
konsantrasyonda sitokinin (BA, KIN veya TDZ) iceren ve kontrol olarak herhangi bir
bitki biliylime diizenleyicisi icermeyen Murashige ile Skoog (MS) besin ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. En yiiksek stirgiin gelisimi 0,1 mg/L BA (benzil adenin) ilaveli
MS ortaminda elde etmistir. Daha sonra ise elde edilen siirgilinleri kdklenmeleri i¢in
farkl1 tip ve konsantrasyonda oksin (IBA veya IAA) igeren ve herhangi bir bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen Y2 MS ortamina aktarmislardir. En yiiksek kok olusumunu 0.5
mgL™ IBA iceren ¥» MS ortaminda elde etmistir.

2.2. Verbascum Cinsi ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Baytop (1999) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Verbascum phlomoides,
Verbascum densiflorum ve Verbascum thapsus tiirleri ile bunlarla ayn1 grupta bulunan
tiirlerin ¢icek aksamlarindan flos verbasci infusyon eldesinin goégsii yumusatip balgam
soktiiricii  etkisinin oldugunu saptamiglardir. Calismanin devaminda Verbascum
tiirlerinin regl sancisini, kulak ve romatizma agrilarim1 giderici, hemoroide karsi, seker
ve akciger rahatsizliklarinda, hayvan yaralarinin tedavisinde ve damar sertliginin
tedavisinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Aboutabl vd. (1999) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, Verbascum thapsus
yapragindan elde edilen oligosakkaridler elde ederek, kolesterol diizeyine etkisini
arastirmak icin fareler lizerinde deney yapmislardir. Kolesterol diizeyinin azaltilmasi
deneyinde elde ettikleri sonuca gore: Verbascum thapsus’un, hiperlipidemide kolesterol
ve trigliserid etkilerini biiyiik dl¢lide azalttigini bildirmislerdir.

Turker vd. (2001) tarafindan yiiriitilen ¢alismada, Verbascum thapsus bitkisi
icin in vitro kiiltiir protokoli gelistirmek amaciyla bir arastirma yapmiglardir.
Calismada, yaprak diskleri, yaprak sap1 (petiyol) ve kok gibi eksplantlar
kullanmislardir. Yiizey sterilizasyonu i¢in eksplantlar1 20 dakika boyunca %95’lik alkol
ardindan ti¢ damla Tween 20 iceren %20 Clorox (1.05% sodyum hipoklorit) i¢inde 20
dakika boyunca dezenfekte etmislerdir. Ardindan benzil adenin (BA) veya kinetin ile
Murashige ve Skoog (MSMO) iceren ortama aktarmislardir. En iyi siirglin ¢ogalmasi,
yaprak diskleri ve petiyol eksplantlarindan 13,32 uM BA ile elde edilmistir. Yaprak
diskleri, 13,32 uM BA ile naftalen asetik asit (NAA) ya da 2,4-diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D) iceren MSMO ortaminda kiiltiire almiglardir. Elde ettikleri verilere gore 13,32
uM BA ve 5,37 uM NAA kombinasyonunun daha fazla siirgiin gelisimi sagladigini
saptamiglardir. Siirgiinleri, farkli NAA ve 2,4-D seviyeleri iceren koklenme ortamlarina
aktarmiglar ve bu siirglinlerin 5,37 uM NAA iceren ortamlarda kok olustugunu
saptamiglardir. Son olarak, bitkileri serada aklimatizasyona almislardir. Arastirmacilar
Verbascum thapsus'un in vitro kiiltiir protokoliinii basariyla gergeklestirmislerdir.
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Calis vd. (2001) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, i¢ Anadolu’nun kuzeyinde
genis bir yayilis alanina sahip olan endemik Verbascum wiedemannianum’un yer alt1 ve
yer {istii aksamlarin1 hasata uygun bir sekilde toplayarak diger Verbascum turleriyle
karsilastirmali bir sekilde incelemisler ve ayrica kok aksamindan yapilan metanol
ekstresinde radikal siipiiriicii etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Karamian ve Ghasemlou (2012), tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada Bir
caligmada, Verbascum speciosum Schard. Bitkisinin olgun embriyo eksplantlar
kullanilarak organogenez ve somatik embriyogenez yoluyla bitki rejenerasyonunu
gelistirmislerdir..Bitkilerin sterilizasyonu eksplantlart musluk suyu ile yikamislar,
ardindan %70’lik alkol ve %5 sodyum hipoklorit ile 15 dakika yiizey sterilizasyonu
yapmuslardir. ki tiir kallus (embriyogenik ve embriyogenik olmayan), Murashige ve
Skoog (MS) ortaminda farkli konsantrasyonlarda benzil adenin (BA) ve a-naftalen
asetik asit (NAA) eklenerek indiiklemislerdir. Embriyogenik kalluslar, 0.1 mg/L 2.4-
diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve 0.5 mg/L komiir iceren MS ortaminda en iyi
sekilde ¢ogalma gostermistir. Somatik embriyolar, hormonsuz MS ortaminda olgunlasip
sirglin rejenerasyonu saglamistir. Ayrica, embriyogenik olmayan kalluslardan siirgiin
ve kokler, NAA ve BA iceren veya hormonsuz MS ortaminda rejenerasyon gosterdigini
bildirmislerdir.

Karamian ve Ghasemlou (2014), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada olgun embriyo
kalturd ile organogenez ve somatik embriyogenez yoluyla Verbascum sinuatum L.'de
bitki rejenerasyonu saglayan bir protokol gelistirmeyi basarmiglardir. Olgun
embriyolardan embriyojenik ve embriyojenik olmayan kalluslar, farkli benzil adenin
(BA) ve naftalin asetik asit (NAA) konsantrasyonlar1 ile Murashige ve Skoog (MS)
besin ortamima aktarmiglardir. Somatik embriyolarin ¢ogaltilmas: ve siirgiin
tomurcuklarinin farklilagmasi i¢in embriyonik kalluslar, MS ortamina 30 g/l sukroz, 0,5
mg It kémiir ve 0.1 veya 1 mg It 2,4 diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) veya 60 g I
sukroz, 50 mg I-1 kazein hidrolizat (KH), 0,5 mg | - kinetin (Kin), 5 mg I* 2,4-D ve 0.5
mg | ! aktif karbon igeren ortamlara aktarmislardir. Siirgiin ¢ogaltma ve bitki
rejenerasyonu igin siirgiinleri MS ortamma 1 mg 1 * BA veya Kin igeren ortama
aktarmiglardir. Arastirma sonucunda, BA veya Kin iceren kiiltiirlerin, ¢oklu siirgiin
rejenarasyonu ve bitki yenilenmesi agisindan daha etkili olduklarini kanitlamislardir.
Sonug olarak, ¢alisma Verbascum sinuatum bitkisinin doku kultiri yontemleriyle bitki
rejenerasyonunu anlamak i¢in 6nemli bir adim olmustur.

Stanilova vd. (2015) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, Bulgaristan'in endemik
ve kritik tehlike altinda olan Verbascum davidoffii Murb. tlrtnd korumak igin in vitro
cogaltma ve ex situ koruma protokolleri gelistirilmistir. Tohumlar, standart laboratuvar
prosediirii ile dezenfekte edilip, gibberellik asit ¢ozeltisiyle muamele etmislerdir.
Cimlenme orani, temel MS ortaminda diisiik iken, gibberellik asit ve diisiik sicaklikta
stratifikasyon uygulamalariyla artirmislardir. In vitro fideleri, toprak karigimi, kum ve
hindistancevizi lifi iceren substrata ekmisler ve kontrollii fitotron ortaminda ex vitro
adaptasyonunu saglamislardir. Bu korunma degeri yiiksek tiirii korumak amaciyla, in
vitro ¢ogaltma igin spesifik bir protokol gelistirilmiglerdir.

Nofouzi (2015) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Verbascum speciosum’un
yer Ustli aksamlarindan elde edilen metanol ekstresinin antioksidan ve antifungal
etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bitki ekstresinin toplam fenol ve flavonoid
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icerigi ile antioksidan aktivitesini, Folin-Ciocalteau ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikal siipiirme testleri kullanilarak belirlemistir. Yapraklarin toplam
fenol ve flavonoid igerigi sirasiyla 82+6,43 mg GAE/g ekstrakt ve 30.79+0.5 mg RE/g
ekstrakt olarak belirlenmistir. Ekstrakt, 32.35 pg/ml IC50 degeri ile 6nemli derecede
radikal siipiirme aktivitesi gosterdigini saptamistir. Metanolik ekstrakti bazi fungal
suslarina karsi antifungal aktivitesi igin incelemistir. En yiiksek in vitro antifungal
aktivitelerin C. parapsilosis ve Alternaria'ya karst oldugunu gostermistir. Ancak, farkli
fungal tiirler arasinda onemli farkliliklar bulunmamistir. Bu sonuglar, bu metanolik
ekstraktin yiiksek antifungal 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu baglamda
Verbascum speciosum’un ektresinin, fungal enfeksiyonlarin tedavisi veya patojenik ve
toksijenik mikroorganizmalara kars1 gidalarin korunmasi i¢in etkili bir alternatif tedavi
olarak kullanilabilecegini ileri stirmiistiir.

Mihailovi¢ vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Verbascum nigrum,
Verbascum phlomoides ve Verbascum thapsus metanol ve su ekstrelerinde, ana
sekonder metabolitler olan verbaskozit, harpagosit, fenolik asitler ve flavonoidlerin
icerigini HPLC analizi ve antioksidan kapasitelerini belirleyerek in vitro sindirim
simiilasyon caligmalar1 yapmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore, V. nigrum farkli
sekonder metabolit icerigine sahip, en yiiksek toplam fenolik ve fenolik asit miktarina
sahip bir bitki olarak se¢miglerdir. Ayrica, V. nigrum metanol ekstresi, farkli in vitro
antioksidan yontemlerinde en giiclii antioksidan aktiviteyi gostermistir. Tiim tiirlerdeki
ana sekonder metabolit verbaskozit oldugunu ve konsantrasyonun V. nigrum ekstresinde
en yiiksek seviyede oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklari bu caligmayla, Verbascum
tirleri ve farmakolojik olarak onemli ikincil metabolitleri hakkinda degerli bilgiler
saglamislardir. Bunun akabinde gelecek arastirmalarda gida ve farmasoétik endiistride
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecek onemli bir kaynak olarak V. nigrum'un
potansiyelini vurgulamiglardir.

Kiigtik (2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada Dirmil Sigir kuyrugu olarak
bilinen tibbi endemik Verbascum Bellum Hub. & Mor. tiiriiniin anatomik yapisint ilk
kez bu c¢aligmayla bu tiiriin kok, govde ve yapraklarini anatomik yapisini ilk kez
aydinhiga kavusturmuslardir. Calistiklart tiir Verbascum bellum, iizerinde yapilmis
taksonomik ve anatomik amacli bir ¢alismanin olmayisi, yapilan arastirmayi tiiriin
sistematik yonden tanitilmasi bakimindan 6nemli kilmustir.

Hilooglu ve S6zen (2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada, Erzincan ilinde
dar yayilis alanina sahip, IUCN tarafindan DD (Veri yetersiz) olarak belirlenen nadir ve
endemik bitki tirt olan Verbascum alyssifolium Boiss. Taksonunun, dogal yayilis
gosterdigi topraklarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmislerdir. Ayrica, bitki ve
toprak orneklerinin mikro ve makro element analizleri yapilarak aralarindaki iliskiyi de
ortaya ¢ikarmislardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda ileride ex situ koruma
yontemlerinde destekleyici bir ¢calisma oldugunu ileri siirmiislerdir.

Al-Jibouri vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Verbascum thapsus
bitkisinin doku kiiltiirli yontemleri kullanilarak fenolik bilesiklerin iiretimini artirmak ve
bu bilesiklerin icerigini artirmanin kosullarin1 belirlemek amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bu
amacla, bitki materyali doku kiiltiiri ortaminda cogaltilmis ve ardindan eksplantlar
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(yapraklar ve yaprak sapi), kallus indiiksiyonu icin BA ve NAA kombinasyonu ile
desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En iyi taze ve kuru kallus agirligr 0,5
mg/L BA kullanilarak elde etmislerdir. HPLC ile yapilan kantitatif analizler, kumarin,
Ojenol ve timol gibi fenolik bilesiklerin igerigi sirasiyla ana bitkinin yapraklarinda (10,
41, 310 ppm) nispeten diisiik oldugunu saptamislardir. Farkli konsantrasyonlardaki
amino asitlerin (proline, glutamin, triptofan ve fenil alanin) kiiltiir ortamina ayr1 ayr1 bir
oncli olarak eklenmesi, kallus dokusunda fenolik bilesiklerin birikim seviyelerinin
yukselmesine yol agtig1 bildirmislerdir. Elde ettikleri veriye gore 150 mg/L proline
kumarin dretimini %2752'ye, 50 mg/L proline 6jenol birikimini %290a ve 150 mg/L
triptofan amino asidinin ise timol iiretimini ana bitkiye kiyasla %390'a yiikselttigini
raporlamiglardir.

Yordanova vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, Balkan bolgesinin
endemik tlrlerinden biri olan Verbascum eriophorum Godr bitkisinin in vitro sirgin
protokoliinii gelistirmislerdir. Sterilizasyon islemi i¢in tohumlar1 %70 alkol iceren
etanol soliisyonuyla 5 dakika siiresince muamele ederek ardindan %96 alkol igeren
etanolde 10 saniye boyunca muamele ederek gergeklestirilmislerdir. Anag bitkilerden
alinan eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda BA (0,1 ile 1,0 mg/L arasinda) ve indol-3-
biitirik asit (0,1 ile 1,0 mg/L arasinda) ile desteklenmis MS ortami igerisinde
kiiltiirlenmistir. Tim indol-3-biitirik asit konsantrasyonlar1 kok olusumunu uyarmus,
ancak siirgiin gelisimini ve yaprak olusumunu baskiladig:1 belirtilmiglerdir. Siirgiin
gelisimini tesvik etmede ise 0,5 mg BA ilaveli MS igerisinde daha etkili oldugunu ve
eksplantlarin yaklagik %98'inin siirgiin proliferasyonu gosterdigini belirtmislerdir.
Sonug olarak endemik Verbascum eriophorum'un korunmasi igin bir yaklagim olan in
vitro doku kiiltiirlerinden olusan bir koleksiyon olusturmuslardir.

Eyiis vd. (2020) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada Verbascum exuberans
tirtinlin ~ metanol ekstraktt  kullanilarak yapilan bir arasgtirmada, ekstraktin
antiinflamatuar aktivitesi ve antinosiseptif etkisini arastirmiglardir. Calisma, ekstraktin
merkezi spinal antinosiseptif etki gosterdigini, ancak merkezi supraspinal antinosiseptif
etkisinin olmadigin1 ve periferik antinosiseptif etkisinin oldugunu belirtmistir. Ayrica,
ekstraktin 6dem progresyonu ile TNF-a ve IL-1p tiretimleri tizerindeki inhibisyonlar1 ve
antiinflamatuar aktivitesini kanitlayarak raporlamiglardir.

Temporiti vd. (2020) tarafindan yiiriitillen bir ¢caligmada, Verbascum thapsus
L.'nin aksenik Kkiiltiirlerinin baglatilmas1 i¢in etkili bir yontem gelistirilmislerdir.
Sterilizasyon asamasi i¢in yaprak ekspantlari, 2 dakika boyunca BIALCOL® (0.1%
benzoksonyum kloriir) ile muamele edilmis ve ardindan 3 damla Tween 20 ile islenmis,
sonrasinda da 2 dakika boyunca %70 etanolde sterilize etmislerdir. Eksplantlardan kalus
elde etmek i¢cin MS besin ortamina aktarilmislardir. Olusan kaluslar, MS besin ortamini
iceren 0,5 mg/mL benziladenin (BA) + 1 mg/mL naftalin asetik asit (NAA) veya 3
mg/mL BA + 1 mg/mL NAA igeren ii¢ farkli ortama aktarilmistir. Daha sonra hiicre
stispansiyon kiltiirii teknigi uygulanmistir. Ardindan, kalus ve hiicre siispansiyonu
ornekleri HPLC cihaziyla analiz edilmistir. Iso-verbaskozit, l6koskeptozit A ve
l6koskeptozit gibi feniletanoid glikozitleri yiiksek miktarda tespit etmislerdir. Elde
edilen veriler, bu bilesiklerin yiiksek miktarlarda geri kazanilmasi i¢in bitki hiicresi
biyoteknolojisinin potansiyelini ortaya koymuslar ve bunlarin hastalik onleme ve
tedavide olas1 kullanimlarina vurgu yapmislardir.
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Abed vd. (2020) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Verbascum thapsus’u in
vitro kallus kiiltiiriinde abiyotik elisitorler yardimiyla bazi fitokimyasal bilesiklerin
birikimini arttirmaya yonelik bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Calismada farkli seker tiirevleri
(glukoz, siikroz, fruktoz, sorbitol, mannitol ve mannoz) ile bunlarin farkh
konsantrasyonlar1 (30 ve 60 g/L) ve ayrica farkli 151k spektrumlari (siyah, mavi, kirmizi
ve ultraviyole-C) kullanilmistir. Ug fitokimyasalin (kumarin, &jenol ve timol)
konsantrasyonundaki degisiklikleri, HPLC analizi ile belirlemistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, kalluslarin farkli seker tiirevleri ve farkli konsantrasyonlarinda
kumarin ve glukoz igeren ortamlarda, 6jenol ve igeriginde artis gézlemlenirken, timol
konsantrasyonlarinda azalma gosterdigi belirtilmistir. Benzer sekilde kalluslarin mavi,
kirmiz1 ve ultraviyole -C 151k kosullarinda inkiibasyonu kumarin (kirmizi 1sikta %1171
ve ultraviyole-C %938) ve 6jenol (mavi 1sikta %760) bilesiklerinin {iretimini arttirdigi,
¢ogu in vitro uygulamanin ise anag bitkilere nazaran timol {iretimini engelledigini ileri
stirmiistiir.

Ertem ve Adak (2021) tarafindan ytriitiilen bir ¢calismada, IUCN tarafindan EN
(tehlikede) kategorisinde yer alan ve Tiirkiye Tohum Gen Bankasinda korunan 'Mersin
Pamukluk Barajinda’ su altinda kalma riski tasiyan endemik Verbascum linearilobum
Hub.-Mor.'un uygun ¢imlenme kosullari ve canli kalma yiizdesi belirlenerek, tiiriin
korunmasma ve fizyolojik ¢aligmalarin  yapilmasma katki saglanmasi igin
yiriitmiiglerdir. Tohumlari, 25 °C sicaklikta iklim odasinda, iki farkli 151k kosul
(aydmlik-karanlik ve karanlik) ile giberellik asit (GA3) ve potasyum nitrat (KNO3)
¢Ozeltilerini kullanarak c¢imlenme oranini test etmislerdir. Calisma sonucunda,
cimlenme sorunu olan Verbascum tiirleri igin 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
fotoperiyodunun yeterli olabilecegi belirlenmistir. En yiiksek toplam ¢imlenme yiizdesi
%85 ile aydinlik-karanlik ortamda 100 ppm GA3 cozeltisiyle elde edilmistir. Ayni
kosulda en yiiksek fide canlilik yilizdesi ise %75 olarak tespit edilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen fideler, biyogesitliligin korunmasi i¢in ex-situ koruma
kapsaminda Tiirkiye Milli Botanik Bahgesi’ne aktarilmistir.

Tasgin ve Asil (2021) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, endemik Amanos
Sigirkuyrugu (Verbascum amanum Boiss) ile Belen sigirkuyrugunun (Verbascum
caesareum) ugucu bilesenleri incelemislerdir. Bitki oziitleri alinarak ultrasonik banyo ile
GS-MS analizi gerceklestirmislerdir. Analizler sonucunda, Amanos Sigirkuyrugu'nda
toplam on ii¢, Belen Sigirkuyrugu'nda ise toplam on dort ugucu bilesen saptamislardir.
Bu baglamda Amanos Sigirkuyrugu'nda en yiiksek pik yapan veriler sirasiyla; 11-
Octadecenoic acid, methyl ester, (Z2)-, 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester, 2-
Pyrrolidinone, 1-methyl-, 2-Dodecanol ve Cyclohexasiloxane, dodecamethyl'dir. Belen
Sigirkuyrugu'nda ise; en yiiksek pik alanlari sirasiyla 8-Octadecenoic acid, methyl ester,
2-Pyrrolidinone, 1-methyl, 1-Hexadecanol, Cyclohexasiloxane, dodecamethyl ve
Cyclopropane, octyl-'dir. Arastirmalari neticesinde, bu iki bitkinin tibbi 6zelliklere sahip
oldugunu gostermislerdir.

Akin (2021) tarafindan yliriitiilen bir ¢aligmada, agir metallerden kaynaklanan
cevresel etkisini azaltmak igin endemik Verbascum phrygium bitkisinin fitoremediasyon
icin ara¢ olarak kullanmistir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in %3 sodyum
hipoklorit (NaOCI) iginde, icine birkag damla Tween-20 eklenerek 15 dakika sterilize
edilmis, ardindan {i¢ kez ultra saf su ile durulamistir. Daha sonra MS ortamina dort
farkli agar konsantrasyonlar1 (0.6, 0.7, 0.75, 0.80) denenmistir. Ortamin pH degeri ise
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5.7-7.0 arasinda (5.7, 5.8, 6.0, 6.5, 7.0) ayarlamistir. Farkli agar konsantrasyonlarinin ve
pH seviyelerinin in vitro ¢imlenme parametreleri tizerindeki etkileri incelemis; ayrica,
farkli ¢inko konsantrasyonlarinin (0, 5, 10, 30, 50, 100 ve 250 mg/L Zn) Verbascum
phrygium bitki tlrlndn blydme parametreleri ve cinko birikimi Gzerindeki etkileri
aragtirmistir. Calismadan elde ettigi bulgulara gore, V. phrygium'un ¢inko birikimi
yetenegi g0z Oniline alindiginda, agir metallerden kaynakli kirlenmis alanlarda
kullanilabilirligi agisindan dnemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Kiigtik vd. (2021) tarafindan ylriitiilen bir ¢alismada, tibbi endemik olan ve
Anadolu’da halk ilact olarak kullanilan “zinemit” olarak adlandirilan Verbascum
detersile’yi kok govde yapraklarindan enine kesitler alarak anatomik yapisini
incelemiglerdir. Verbascum cinsi igerdigi ¢ok sayidaki tir sayisi ve ¢ok farkli
fitocografik bolgelerde dagilim gostermesinden dolayr genel olarak teshis ve
taksonomisinde cesitli sorunlarin oldugu bilinen en biiyiikk cinslerden biridir. Bu
baglamda cinse ait tiirlerin morfolojik, anatomik yapilarinin aydinlatilmas: tiiriin
taksonomisine katki saglamaktadir. Endemik tiir olan V. detersile {izerinde yapilmis
yapisi ile ilgili bir ¢alisma yoktur. Yapilan bu 6nemli arastirmayla, tiirlin sistematik
yonden tanitmisglar ve anatomik 6zelliklerinin teshisine de katkida bulunmuslardir.

Zengin vd. (2023) tarafindan yiritilen bir ¢alismada, Verbascum
cheiranthifolium Boiss., V. myriocarpum Boiss. & Heldr. ve V. pyroliforme (Boiss. &
Heldr.) Kuntze'nin yer {istii aksamlarimin antioksidan ve enzim inhibisyon 6zelliklerini
degerlendirmeyi ve kimyasal profillerini incelemeyi amaglamislardir. Elde ettikleri
analiz sonuglarina goére; MeOH ve hidrometanoliin, en yiiksek toplam polifenolik igerigi
elde ettigini gdstermistir, en yiiksek icerik V. cheiranthifolium ve V. myriocarpum
tirlerinden elde etmislerdir. Verbaskozidin tahmini igerigi, V. cheiranthifolium ve V.
myriocarpum'da oldukca yuksekken, V. pyroliforme'de daha diisiik ¢gikmistir. Son tiir, en
yiiksek igerigin hidrometanolik ekstre ile kaydedildigi luteolin-7-O-glukozid ve
apigenin-7-O-glukozid daha baskin ¢ikmustir. V. cheiranthifolium ve V. myriocarpum
ekstreleri, V. pyroliforme'den) daha yuksek radikal temizleme aktivitesine sahiptir. En
yiiksek anlamli anti-asetilkolinesteraz aktivitesi, V. pyroliforme ve V. myriocarpum'un
MeOH ekstrelerinden elde etmislerdir. Inceledikleri {ic Verbascum tiiriinden elde
ettikleri ekstrelerin, antioksidan ve enzim inhibisyon 0zelliklerine sahip biyoaktif
metabolitlerin potansiyel bir kaynagi olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Kilig ve Mungan Kili¢ (2023) tarafindan yiiriitiilen c¢alismada, Sanliurfa'da
endemik olan Verbascum stepporum ve Verbascum tenue tirlerinin kok, gévde ve
yaprak anatomik yapilari ilk kez incelenmistir. Tiirlerin anatomik 6zellikleri, koklerden,
govdelerden ve yapraklardan alinan kesitlerle karsilastirilmistir. Arastirmalarinin
sonuglari, incelenen tiirlerin kok, gévde ve yaprak anatomik yapilarmin literatiirdeki
diger Verbascum tiirleriyle benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Yiicel vd. (2023) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, endemik Verbascum
scamandri bitkisinin kromozom sayisini ve niikleer DNA igerigini belirleyerek, farkl: in
vitro kosullarda genetik stabilitesini analiz etmeyi amaglamislardir. Bu amagla dncelikle
tohumlarin sterilizasyonunu %5 konsantrasyonunda sodyum hipoklorit igerisinde 20
dakika boyunca sterilize etmisler ve ardindan 4-5 kez steril distile su ile yikamislardir.
Sterilize edilen tohumlar1 Murashige ve Skoog bazal besin ortamina alarak, basarili bir
sekilde cimlendirmislerdir. [n vitro sartlarinda 14 haftada saglikli bir sekilde

17



KAYNAK TARAMASI S. UNNU

yetistirildikten sonra yapilan analizler sonucunda mitotik kromozom sayimlari ve akis
sitometrisi analizleri, bu bitkinin genetik olarak stabil oldugunu ortaya koymuslardir.

Tegegn vd. (2024) tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada, mide agrisi, ¢esitli
yaralar ve enfeksiyon gibi rahatsizliklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilan
Verbascum sinaiticum bitkisi {izerinde farmakolojik bir ¢alisma yapmislardir. Bu
calismada, bitkiden elde edilen ekstraktlar ve izole edilen bilesiklerin antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Ekstraktlarin ve izole edilen bilesiklerin radikal
stipiirticii aktivitesi DPPH yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Kok ekstraktlarinin
silika jel kolon kromatografik ayrimi yedi bilinen bilesigi saglamistir: 3’-(4"-metoksi
fenil)-3'- okso-propionil heksadekanoat (1), harpagosid (2), pulverulentosid | (3),
skrofulozid B4 (4), skropoliosid A (5), skropoliosid-D2 (6) ve harpagid 6-O-p-glukozid
(7), ki bunlarmn tiimii bu tiirden ilk kez rapor edilmistir Bilesiklerin kimyasal yapilari
MH-NMR, A3C-NMR ve DEPT-135 yontemleri kullanilarak aydinlatilmis, ugucu
yaglar ise hidrodamitma yontemiyle ekstrakte edilip GC-MS ile analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglar, belirli bilesiklerin Staphylococcus aureus ve S. epidermidis'e karsi
giiclii antibakteriyel ve antioksidan etkiler gdsterdigini ortaya koymustur. Sonug olarak,
V. sinaiticum kok ekstraktlarinin bakteri ve serbest radikallerin neden oldugu
hastaliklarin tedavisinde etkili olma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

2.3. Diger Bitkilerde Mikrocogaltma Calismalari

Roy ve Sarkar (1991) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Aloe vera bitkisinin
kallilerinden hizli bir sekilde siirgiinlerin rejenerasyonu basariyla gergeklestirilmistir.
Kallus olusumunu, yeralti rizomlu govdede yetisen gen¢ yan siirgiinlerin gévde
segmentlerinden elde etmislerdir. Polivinilpirolidon (PVP) kullanimi, fenolik
maddelerin salgilanmasini azaltarak kallus olusumunu tesvik etmistir. En etkili kallus
indiiksiyonu, temel MS (Murashige ve Skoog) ortammda 1 mg 1! 24-
diklorofenoksietik asit ve 0,2 mg I? kinetin iceren besin ortamiyla elde etmislerdir.
Surgunler, 2,4-D konsantrasyonunun azaltildigi ve kinetin konsantrasyonunun artirildig
kallilerden baglatilmistir. Aragtirma sonuglarina gore, Aloe vera'nin hizli ¢ogaltimi i¢in
etkili bir in vitro mikro ¢ogaltma yontemini bildirmislerdir.

Prutpongse ve Gavinlertvatana (1992) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, 67
bambu tdrinden 54'UnU in vitro ortamda basarili bir sekilde tretmislerdir. Hemen
hemen her tiir i¢in, Murashige ve Skoog ortaminda bulunan BA ile beslenen gdévde nodu
segmentlerindeki aksiller tomurcuklardan birden fazla siirgiin elde etmislerdir. Bambu
tirlerinin  bazilar1  kallustan adventif rejenerasyonuyla yeniden iiretmislerdir.
Koklendirme islemi, NAA iceren ortamlarda 2.7 ila 5.4 pM konsantrasyonlarinda
gerceklestirmislerdir. Son olarak, basarili ¢ogaltilan bitkilerin uzun siireli
depolanabilirligi ve saklanmasi {izerinde ¢alisilmislardir. Bu ¢alisma bambu tirlerinin
in vitro kiiltiiriinde basaril1 bir ¢cogaltma stratejisi gelistirmiglerdir.

Nagakubo vd. (1993) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, Allium sativum L.
(sarimsak) i¢in yeni bir mikrogogaltim yontemi gelistirilmislerdir. Yontem, baglangigta
stirgiin ucu kiltiirini, ardindan siirglin ¢ogaltimini ve in Vitro sogan sarmasigi
olusumunu icermektedir. Sarimsak siirgiin u¢larindan, ¢ogalic1 siirgiinler liretmek icin
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LS ortaminda kiiltiire almiglardir. Daha sonra, bu siirgiinleri modifiye LS ortamina
aktarilarak ¢oklu stirgiinler elde etmislerdir. Coklu siirgiin olusumu ve siirglinlerin
vitrifikasyonunun 6nlenmesi icin ortamdaki KNOs/NH4CI orani ayarlamislardir. Erken
olgunlasan ¢esitlerin ¢ogalic1 siirgiinleri, bliyiime diizenleyici igermeyen bir ortamda
sogan sarmagiklari iiretmistir. Ge¢ olgunlasan Howaito-roppen ¢esidi ise diisiik sicaklik
isleminden sonra sogan sarmasiklar1 olusturmustur. Sonug olarak, bu ¢alisma, sarimsak
mikrocogaltimi i¢in yeni bir yontem gelistirmis ve farkli g¢esitlerde basariyla
uygulanmustir.

Kataria ve Shekhawat (2005) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, Ayurveda'nin
eski metinlerinde tanimlanan ve yillardir ¢esitli hastaliklarda kullanilan, yiiksek
miktarda alkaloit iceren Rauvolfia serpentina Benth.'in (sarpagandha) kontrolslz
toplanmas1 nedeniyle nesli tehlike altinda olan tibbi endemik bir bitki oldugu
belirtilmiglerdir. Bu durum, bitkinin geleneksel lireme yOntemlerinin yetersizligiyle
birlesince, ¢ogaltma sorununu ¢ozmek igin bir ¢6ziim olmasi i¢in in vitro mikro
cogaltma teknigini kullanmiglardir. Yaptiklar1 calismada, bitkiden alinan nodal siirgiin
explantlar1 kullanilarak sterilizasyon, kiiltiire alma ve mikro c¢ogaltim islemleri
gergeklestirilmis ve bu yontem, bitkinin korunmasi ve biiylik 6lgekte ticari iiretimi igin
etkili bir ¢6ziim olarak dnermislerdir.

Ali vd. (2007) tarafindan yiiriitiilen ¢calisma, peyzaj bitkisi Caladium bicolor'un
in vitro ¢ogaltim protokoliinii gelistirmislerdir. Apikal meristem igeren siirgiin
eksplantlarmi, MS ortaminda 1 mg L? BAP iceren ortam kullanilarak kiiltiire
almiglardir. Siirgiin indiiksiyonu i¢in 8 giin i¢inde miikemmel sonuclar elde etmislerdir,
maksimum siirgiin sayis1 i¢in 0,25 mg L? NAA ilavesiyle elde etmislerdir.
Koklendirme i¢in modifiye MS ortamimna siirglinleri aktarmiglardir. Bitkicikleri
aklimatize ettikten sonra saksilara dikimini ger¢eklesmislerdir. Bir apikal meristemden,
12 haftada yaklagik 2500 Caladium bitkisi tretilebilecegi sonucuna varmislardir.
Mikrogogaltim tekniginin kaliteli ve hizli bitki materyali iiretimi i¢in basariyla
kullanilabilecegi sonucuna ulasilmiglardir.

Behera ve Sahoo (2009) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, Saccharum
officinarum L. turinun gen¢ meristemlerini eksplant olarak kullanarak in vitro kiltir
kullanarak kallus indiksiyonu ve bitki fidelerinin rejenerasyonu icin protokol
standartizasyonu  gerceklestirmislerdir. Farkli konsantrasyonlarda ve biiyiime
diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak coklu siirgiin rejenerasyonu
cesitli frekanslarda gozlemlemislerdir. En yiiksek kallus indiiksiyon orani, 2,5 mg/1 2,4-
D ile takviye edilmis MS ortaminda gozlemlenmistir. Coklu siirglin indiiksiyonu
acisindan en iyi sonug, BAP 2,0 mg/l + NAA 0.5 mg/l iceren MS ortaminda
gdzlemlenmistir. /n vitro siirgiinler yar1 giigli MS bazal ortama 3,0 mg/l NAA ilave
edildiginde, koklenme daha yogun olmustur. Koklenmis siirgilinleri sera ortamina alarak
ve tarla kosullarinda hayatta kalma oran1 %90 olarak belirlemislerdir.

Sedki vd. (2012) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Fas'in giineyinde Opuntia
ficus-indica (dikenli armut kaktlsu) bitkisinin in vitro mikrogogaltim protokoliinii
gelistirmiglerdir. Bu ¢alisma, bitki materyalinin bliyiikk 0Olgiide tretilmesini
amaglamaktadir. Geng cladode ekspilanlari, bir areole igeren, Murashige ve Skoog
(1962) ortaminda (MS) adenin siilfat (40 mg/1), sodyum fosfat (50 mg/l), sukroz (50
g/l), fitajel (0.3%) ve benziladenin (BA) 22.2 uM igeren bir ortamda kiiltiirlenmistir. En
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iyi ¢ogalma oranlari, kinetinden daha iyi sonuglar elde edilmis olan 0.5 mg/l BA ile elde
edilmistir. Kok indiiksiyonu i¢in, ¢ogalan siirgiinler yar1 MS, sukroz (3%), fitajel (0.3%)
ve farkll oksinlerin 0.5 mg/l igeren ortama aktarilmistir. Bu kiiltiir kosullarinda, bitki
fidelerinin %100 koklenmis ve en yiiksek kok sayisi sirasiyla indol-3-bitirik asit
(IBA) ve indol-3-asetik asit (IAA) ile (21.05 ve 16.2) elde edilmistir. Kokli stirgiinler
kolayca alistirilmis ve topraga transfer edilmistir.

Panwar vd. (2012) tarafindan yiiriitiilen bir caligmada, Hindistan’in Aravalli
Tepe’sinde endemik ve nesli tiikenme tehlikesi altindaki Eulophia nuda Lindl.
Bitkisinde in vitro ireme ve yumru olusturma yontemleri basarili bir sekilde
gelistirilmistir. Calismada, 1 cm kesilmis tuber eksplantlar1 kullanarak siirgiin
tomurcuklarint kiiltiire almislar ve farkli besin ortamlarinda ¢ogaltilmislardir. Cesitli
sitokinlerin (IBA ve Kn) farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlari, siirgiin
cogalmasmi etkiledigini belirtmislerdir. /n vitro ve ex vitro kosullarda koklenmis
slirgiinler basariyla aklimatize etmisler ve toprak i¢inde de biiylitmiislerdir. E. Buda’nin
in vitro yumru olusturma yetenegi, dogal kosullara gore daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Yiiriittikleri bu ¢alismayla, E. nuda'nin in vitro Ureme ve yumru
olusturma yontemlerinin ilk kez raporlayarak, bu tiiriin germplazm korunmasi ve biiyiik
6lcekli tiretimi icin kullanilabilecek etkili bir protokol gelistirilmislerdir.

Habas ve Turker (2019) tarafindan yiiriitilen bir calismada, Solanaceae
familyas1 siis bitkisi Petunia hybrida bitkisinin ¢imlendirilmis tohumlar1 kullanilarak
doku kiiltiirlinde mikrogogaltimi i¢in etkili bir rejenerasyon protokolu gelistirilmislerdir.
Calismalarinda, eksplant kaynagi olarak siirgiin ucu ve diiglim eksplantlari, farkli
konsantrasyonlardaki ve kombinasyonlardaki blyime diizenleyicileri olan Benzil
Amino Purin (BAP), 1-Naftalen asetik asit (NAA), Indol-3-bitirik asit (IBA) ve
Gibberellik asit (GA3) iceren MS bazal besin ortaminda kiiltiire almislardir. Sonuglari,
en yiiksek siirgiin uzunlugunun 1 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde
edildigini gostermistir. En yiiksek siirgiin sayist ise 0,6 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IBA
iceren MS ortamindan kaydedilmistir. Rejenere olmus siirgiinlerin koklendirilmesi,
farkli GA3 konsantrasyonlarinda gerceklestirilmis ve en iyi sonug 0,2 mg/l GA3 ve 0.2
mg/l BAP iceren MS ortamindan elde edilmistir. Bitkicikler laboratuvar kosullarinda
%70 hayatta kalma oraniyla aklitimizasyona alimmistir. Bu c¢alismayla, Petunia
hybrida'nin in vitro tiretimi igin etkili bir protokolii olusturulmus ve mikrogogaltmayla
tiretimi alaninda 6nemli bir katki saglamislardir.
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3 MATERYAL VE METOT

Arastirma 2022-2023 yillarinda, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Tibbi ve Aromatik Bitkiler laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada Dbitkisel materyal olarak Verbascum leptocladum’un kapsilleri
icerisinde yer alan tohumlar1 kullanilmis ve bu kapsiiller de Akdeniz Universitesi
Kampiis dogal florasinda bulunan, 36°54°00.4'N 30°38°22.1E koordinatli lokasyondan
16 Agustos 2022 tarihinde toplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dogal florasinda Verbascum leptocladum bitkisi, 23.05.2023 (Akdeniz
tniversitesi kampusi)

Bitki teshisi Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Ramazan Siileyman GOKTURK, tarafindan yapilmistir. Bitki ortalama
30 cm uzunlugunda olup, tohumlari iceren kapsiiller koyu kahverengi renkli ve bitki
govdesine seyrek bir sekilde dizilmistir.

Verbascum leptocladum dogal florasinda, orta derecede tasli ve Akdeniz
Bolgesi’ne 0zgii Terra-rosa topraklarinda yasamini stirdiirmektedir.16.08.2022 tarihinde
dogal floradan toplanan kapsiiller, steril laboratuvar ortaminda keselenerek
depolanmistir. Kapsiillerden c¢ikarilan tohumlar canliliklarini korumasi i¢in 4°C de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Her kapsiilde ortalama 30 tane tohum bulunmakla
birlikte tohumlar kiiclik ve renkleri siyahtir. Tohumlarin bin dane agirligr ise 0,1 gr
olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.2. Verbascum leptocladum kapsiilii ve tohumlarinin Nikon SMSZ445 151k
mikroskobu altindaki goriintiisii

3.1.2.Rejenerasyon I¢in Kullamlan Eksplantlar

Bu tezde in vitro ¢ogaltma igin in vitro kosullarda ¢imlendirilmis olan
bitkiciklerin yapraklari eksplant olarak kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Yaprak eksplantlar1 kullanilan MS besin ortamindaki bitkicikler
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3.1.2 Besin Ortamlarimin Bilesimi
3.1.2.1. In Vitro Tohum Cimlendirmesinde Kullanilan Besin Ortam

Yapilan literatlir taramalar1 sonucunda, Antalya Florasi’'nda endemik olan
Verbascum leptocladum tiiriine ait tohumlarn, in vitro c¢imlendirilmesi ile ilgili
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle diger Verbascum turlerine ait
tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesine yonelik gerceklestirilen calismalarda, basarili
sonug¢ veren Murashige & Skoog (MS) besin ortami, bu arastirmada ¢imlendirme ortami
olarak kullanilmugtir. 1 litre MS besin ortami i¢in 30 gram siikroz, 4,40 gram besin
ortami ve 7 gram agar eklenerek pH 5,7 olarak ayarlanmistir. Hazirlanan MS besin
ortami 1,2 bar basing ve 121 °C sicakliga ulasan otoklav cihazinda 20 dakika boyunca
steril edilmisgtir.

Cizelge 3.1. MS temel besi ortami igerigi

Mikro Elementler mg/I| UM
Kl 0.83 5.00
FeNaEDTA 36.70 100.00
CoCl,.6H,0 0.025 0.11
H3BOs 6.20 100.27
MnS0,.4H,0 16.90 100.00
ZnS04.7H, O 8.60 29.91
Na,M00,.2H,0 8.25 1.03
CuS04.5H,0 0.025 0.10
Makro Elementler mg/| UM
KNO3 1900.00 18.79
CaCl, 332.02 2.99
KH,PO, 170.00 1.25
MgSO, 180.54 1.50
NH4NO; 1650.00 20.61
Organik Bilesikler mg/l
Thiamin-HCI 0.1
Pridoksin-HCI 0.5
Nikotinik asit 0.5
myo-inositol 100
Glisin 2.0
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3.1.2.2. Rejenerasyon I¢in Kullamilan Ortamlar

Basarili bir sekilde ¢imlenen bitkiciklerden alinan yaprak eksplantlari, kallus
olusumunu tesvik edip rejenerasyon olusumunu saglamak amaciyla, farkli oranlarda
oksin ve sitokinin igeren MS besin ortamlarina aktarilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Sterilizasyon islemleri

Doku kiiltiiri ¢aligmalarinda, calisma ortaminin sterilizasyonu, kullanilacak
besin, alet ve ekipmanin sterilizasyonu ile bitki materyalinin sterilizasyonu aragtirmanin
biitiinltiglinli koruyarak olusabilecek kontaminasyonlar1 engelleyerek ¢aligmanin basarili
sonuc¢lanmasi i¢in ¢ok onemlidir.

3.2.1.1. Calisma Ortaminin Sterilizasyonu

Yiiriitiilen bu c¢alisma, horizantal (karsidan) tflemeli steril kabin igerisinde
gerceklestirilmistir. Her calismaya baslamadan o6nce, %70’lik alkol ile bos kabinin
biitiin yiizey dezenfekte edilmis ve 20 dakika siiren UV lambasi agilarak kabinin
sterilizasyonu yapilmustir.

3.2.1.2. Besin Ortami, Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Laboratuvar sartlarinda hazirlanan besin ortamlarinin sterilizasyonu saf su ve
diger ekipmanlarla birlikte otoklavda (121°C’de 20 dakika) ger¢eklestirilmistir. Otoklav
isleminden ¢ikan besin ortamlari, steril hale getirilmis kabin igerisinde petrilere ve
kavanozlara dokiilerek parafilm yardimiyla agizlar1 kapatilmistir. Hazirlanan tiim besin
ortamlari, kontaminasyon olasiligini en aza indirmek i¢in ekimden bir hafta 6ncesine
kadar kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilmistir. Doku kiiltiirii islemlerinde
kullanilan tiim malzemeler otoklava girmeden 6nce, sodyum hipokloritle (NaClO)
yikanarak saf sudan gecirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Sterilizasyon igleminin yapilmasi
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3.2.2. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Verbascum leptocladum’un tohumlari oldukga kiigiik boyutta oldugundan yiizey
sterilizasyonu oldukca giigtiir. Calismanin siirdiiriilebilirligi ve basarili bir sonug
alinabilmesi i¢in, yiizey sterilizasyonu bu c¢alismanin en onemli agamalarindan birisi
olmustur. Kimyasallarin kullanma oran1 ve muamele edilen siire farkliliklar
denendikten sonra en basarili yontem secilerek kullanilmigtir. Sterilizasyon protokolii
gelistirmek amaciyla, steril kabin igerisinde tohumlar su gecirgen bir kumasta keselenip
%70’1lik etil alkol igerisinde 40 saniye muamele edilerek iiger kez saf suda
durulanmistir. Ardindan tohumlar, 2 damla Tween-20 igeren %15°1ik sodyum hipoklorit
cozeltisinde 20 dakika boyunca muamele edilerek ve saf su ile tcer kez durulanarak
ekime hazir hale getirilmiglerdir (Sekil 3.5).

|

Sekil 3.5. Steril kabinde tohum sterilizasyonu iglemi

3.2.3Tohumlarmn Cimlendirilmesi

Basarili bir sterilizasyon protokolii agamasi tamamlandiktan sonra, Verbascum
leptocladum tohumlari, kontrollii sartlar altinda en iyi ¢imlenme kosullarinin
belirlenmesi icin farkli kiiltiir kaplar ile aydinlik ve karanlik kosullarin etkileri
arastirtlmistir. Bu kapsamda 30 ml besin ortam1 bulunan kavanoz ve petri kaplarina 10
adet tohum ekilmistir. Her kavanoz ve petri kabindan aydinlik ve karanlik kiiltiir
kosullari i¢in 5 tekerriirlii deneme kurulmustur.

Ekim icin hazir hale getirilmis steril kabin igerisinde, tohumlar iki kese
yapilarak %70 etil alkol ile 40 saniye muamele edilmis 3 kez saf suda durulanarak,2
damla Tween-20 igeren %15°1lik sodyum hipoklorit ile 15 dakika muamele edilerek 3
kez saf suda durulanmis olup, her petri ve kavanoza 10 adet tohumun ekimi yapilmistir
(Sekil 3.6). Karanlik ortam i¢in belirlenmis olan petri ve kavanozlar aliiminyum folyo
yardimiyla 151k almayacak bir sekilde kapatilmistir. Karanlik ve aydinlik olarak
belirlenen biitiin ortamlar 25°C sicaklikta 4000 lux 151k ve 16/8 fotoperiyot kosullarinda
cimlenmeleri i¢in birakilmiglardir. Elde edilen saglikli bitkiciklerin tamami temel MS
besin ortami igeren kavanozlara tger adet olacak sckilde steril kabinde ve steril
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kosullarda dikimi yapilmig, 3 hafta boyunca 16/8 fotoperiyot 4000 Lix igeren
iklimlendirme dolabinda iki kez alt kiiltiirlere alinmistir.

Sekil 3.6. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu. a) Sterilizasyon islemi igin keselenmis
tohumlar; b) Sterilizasyon agsamasi tamamlanmig ekime hazir hale getirilmis tohumlar

3.2.4.Kallus Rejenerasyonu

In vitro kosullarda 4-6 yaprakl biiyiiklige ulagan bitkiciklerin yapraklarindan,
steril kabinde steril kurutma kagidinin iizerinde yaklasik 1 cm? boyutlarinda, pens ve
bistliri yardimiyla yaprak eksplantlar1 kesilerek rejenerasyon ortamlarma alinmistir
(Sekil 3.7). Iyi bir kallus yiizeyi olusturmak igin yaprak kenarlar1 kesilerek yara dokusu
olugturulmustur. Kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan, kallus rejenerasyonu elde
edilmek iizere eksplantlar cesitli bitki biiylime diizenleyicilerin (BAP ve NAA) farklh
konsantrasyon ve kombinasyonlartyla hazirlanan MS (Murashige & Skoog) besi
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Her petriye (9 cm) 5’er adet yaprak eksplantlari
konularak hazirlanan 7 farkli besin ortami icin 8 tekerriirlii bir deneme deseni
kurulmustur. Kullanilan besin ortamlar1 ve ortamlara verilen kodlar Cizelge 3.2°de
verilmistir.
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Cizelge 3.2. Besin ortamlar1 ve temsil ettigi kodlar

ORTAMNO  BAP (mg/L) NAA (mg/L)
MO 0 0

M1 0.5 0.25

M2 1 0.25

M3 2 0.25

M4 0.5 0.5

M5 1 0.5

M6 2 0.5

Sekil 3.7.In vitro gelisen bitkiciklerden yaprak eksplantlarinin izole edilerek kiiltiire
alinmasi. @) Temel MS ortaminda yetistirilmis bitkicikten yaprak eksplanti alma; b)
temel MS ortamina aktarilmig yaprak eksplantlari; ¢) gozlem alma

3.2.5. Somatik Embriyo ve Sirgiin Rejenerasyonu

Numaralandirilmis her biri farkli besin ortamlarindaki petrilerde bulunan yaprak
eksplantlarindan olusan kalluslar, yine ayni sekilde numaralandirilmis kavanozlara
ugerli ve ikiserli ayrilarak, somatik embriyo ve siirgiin rejenerasyonu icin steril kabinde
alt kiiltiire alinmastir.

3.2.6. Koklendirme

Kalluslardan olusan siirgiinler ile somatik embriyolardan ¢imlenen bitkicikler,
steril kabinde pens ve bistiiri yardimiyla ayrilarak aktif karbon, IBA ve NAA buyime
diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarini iceren MS besin ortamlarinda kdklenmeleri
amaciyla alt kiiltiire alinmiglardir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Elde edilen stirgunlerin kdklendirilmesi a) Kalluslardan olusan siirgiinlerin
ayrilmasi; b)IBA’l1 besin ortamina aktarilmis bitkicikler; ¢) Panasonic MLR-352- PE
model iklimlendirme dolabinda kéklenmesi i¢in kiiltiire alinmus bitkicikler

3.2.7.Aklimatizasyon

Surekli in vitro kosullarda yetistirilmis ve koklenmis olan bitkiler, plastik
ortiiler altinda kademeli olarak dis kosullara alistirilmistir. Oncelikle, koklenmis
bitkicikler, kavanozlardan pens yardimiyla ¢ikarilarak koklerdeki agar artiklari akan su
altinda temizlenmistir. Agardan tamamen arindirilan bitkicikler, 2:1 oraninda torf:perlit
iceren saksilara dikilmistir. Bitkiler iklim sartlarina uyum sagladiktan sonra daha biiyiik
saksilara aktarilarak Giiney Agripark Ar-Ge Merkezi aragtirma serasina alinmistir.
Bitkiler burada ¢i¢ceklenme donemine kadar biiylimeye birakilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Aklimatizasyon sonrasit sera kosullarina alinmis bitkicikler (29.04.2024,
Guney Agripark)
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3.2.8. istatistik Analizleri

Bu tez calismasinda tesadiif parselleri deneme deseni kullanilmistir Elde edilen
bulgularin degerlendirilmesinde SAS programi (Statistical Analysis
System)kullanilmistir. ANOVA analizi, farkli uygulamalarin ortalamalar1 arasinda
anlaml fark olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilmistir. ANOVA sonuglarina gére
hangi uygulamalar arasinda anlamli farklar oldugunu belirlemek iginde Fisher LSD testi
kullanilmistir
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4 BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kullamlan Bitki Materyali ve Sterilizasyonu

Bu tez caligmasinda baslangi¢c materyali olarak kullanilan tohumlar i¢in en ideal
ylzey sterilizasyon yoOntemini belirlemek amaciyla, farkli silirelerde ve
konsantrasyonlarda cesitli uygulamalar gerceklestirilmistir. Bu asamadaki en 6nemli
ama¢ ayni anda hem kontaminasyonu tamamen ortadan kaldirmak hem de tohum
canliligini da maksimum diizeyde tutmaktir. Bu kapsamda uygulanan farkli
sterilizasyon yontemlerinin tohum canlilig1 ve kontaminasyon oraninda énemli diizeyde
degisiklere neden oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.1°de uygulanan 4 farkli
sterilizasyon yontemlerine ait konsantrasyon ve uygulama siireleri gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Tohumlarin ylzey sterilizasyonunda uygulanan yontemler

Uygulama  Etil alkol Saniye Tween-20 Ticari Dakika Cimlenme

Numarasi gamasir suyu orant
(%5)

1 %100 30 2 damla %15 15 %0

2 %70 60 2 damla %20 20 %0

3 %70 40 2 damla %20 20 %20

4 %70 40 2 damla %15 15 %80

Sterilizasyon protokolii gelistirmek amaciyla yapilan eski caligmalar goz
oniinde bulundurularak, alkol ve camasir suyu oranlarimin 4 farkli kombinasyonu
denenmistir (Cizelge 4.1). Her bir uygulama steril kabinin igerisinde ve su gegirgen bir
kumas kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica her bir uygulama sonrasit da tohumlar
steril suda tlicer kez durulanmistir. 1 numarali uygulamada tohumlar su gegirgen bir
kumasta keselenip %100’liik etil alkol igerisinde 30 saniye muamele edilerek tiger kez
saf suda durulanmistir. Ardindan 2 damla Tween-20 igeren %20’lik sodyum hipoklorit
cozeltisinde 15 dakika boyunca muamele edilmis ve saf su ile licer kez durulanmis olup
petri kabindaki kurutma kagidina ekimi yapilmistir. Fakat iki haftalik siire zarfinda
herhangi bir ¢imlenme ve kontaminasyon gozlemlenmemistir. 2 numarali sterilizasyon
uygulamasinda, etil alkoliin oran1 %100’den %70’ e distiriilerek muamele siiresi 30
saniyeden 60 saniyeye ¢ikarilmistir, %20’lik sodyum hipokloritin muamele siireside 15
dakikadan 20 dakikaya ¢ikarilmistir. Iki hafta igerisinde herhangi bir kontaminasyon ve
¢imlenmeye rastlanilmamistir. 3 numarali sterilizasyon uygulamasinda, etil alkolln
orani ayni kalarak muamele siiresi 40 saniyeye, Tween-20 ise U¢ damladan iki damlaya,
sodyum hipoklorit de %20’den %15°e diisliriilmiistiir. Cimlenme ii¢ giin sonra
gerceklesmistir. Bir hafta icerisinde 20 adet tohumdan 4 tanesi ¢imlenlenmis olup, diger
tohumlarda iki haftalik gozlem siiresince herhangi bir ¢imlenme gelismemistir. 4
numarali uygulamada ise biitiin etmenlerin konsantrasyonu {izerinde bir degisiklige

30



BULGULAR VE TARTISMA S.UNNU

gidilmeden, sadece sodyum hipokloritin muamele stiresi 20 dk’dan 15 dk’ya
diisiiriilmiistiir. 1lk  ¢imlenme 36 saat igerisinde goriilmiis olup ¢imlenme oranmin
%20’den, %80’e ¢iktig1 gozlemlenmis ve calismada kullanilacak olan sterilizasyon
protokolii olarak secilmistir (Cizelge 4.1). Turker vd. (2001) yaptiklar1 benzer bir
caligmada, Verbascum thapsus bitkisinin yiizey sterilizasyonu igin sirasiyla; %95°1ik etil
alkol icerisinde 20 dk, %20 Cloroxw (%1,05 sodyum hipoklorir) iginde 20 dk t¢ damla
Tween 20 kullanarak en yiiksek ¢cimlenme oranini elde etmislerdir. Benzer bir caligmada
Yordonova vd. (2016), Verbascum eriophorum bitkisinin tohumlarinin sterilizasyon
islemi i¢in tohumlar1 %70 alkol iceren etanol soliisyonuyla 5 dakika siiresince muamele
ederek ardindan %96 alkol iceren etanolde 10 saniye boyunca muamele ederek
tohumlari ¢imlendirmeyi basarmiglardir. Calismamizda ise, Verbascum leptocladum’un
yiiksek etil alkol oraninda tohum canliligini kaybettigi gozlemlenmistir. YdUcel vd.
(2023) yaptiklart benzer bir ¢calismada, Verbascum scamandri Murb. bitkisinde ylizey
sterilizasyonu i¢in %70’lik alkol ve %35 oraninda ticari olmayan NaOCl ile 20 dk
boyunca uygulamislardir. Elde ettikleri sonuca gore tohumlarda en yiiksek ¢imlenmeyi
elde etmislerdir. Yine yapilan bagka bir calismada, Karamian ve Ghasemlou (2014),
Verbascum sinuatum bitkisinin tohumlarinin yiizey sterilizasyonunu %70 etil alkol ve
%35 NaOCIl 20 dakika siireyle en ideal ¢imlenmeyi elde etmislerdir. Kullandiklari
%70’1ik etil alkol oran1 bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Sonug olarak yapilan diger
sterilizasyon ¢alismalar1 da ele alindiginda, sterilizasyonda kullanilan kimyasalin ¢esidi,
uygulama siiresi ve konsantrasyonu farkl bitkilerde ve ayni cinsin farkl: tiirlerinde de
farklilik gosterebilmektedir.

4.2. Tohum Cimlendirme Uygulamalari

Basarili bir sterilizasyon protokolii asamasi gelistirildikten sonra, Verbascum
leptocladum tohumlar1 kontrollii sartlar altinda en 1iyi ¢imlenme kosullarinin
belirlenmesi i¢in farkl kiiltiir kaplar1 ile aydinlik ve karanlik kosullarin etkileri
arastirilmistir (Sekil 4.1). Bu kapsamda 30 ml besin ortami bulunan kavanoz ve petri
kaplarma 10 adet tohum ekilmistir. Her kavanoz ve petri kabindan 12 h/12 h
fotoperiyot, strekli aydinlik ve siirekli karanlik kiiltiir kosullari igin 5 tekerriirlii deneme
kurulmustur. Denemede 12 h/12 h fotoperiyot uygulamasi kontrol olarak kabul
edilmistir.
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d e f

Sekil 4.1. Petri ve kavanozlardaki tohumlarin ¢imlenme durumlari; a) Kkaranlik
ortamdaki petride ¢imlenen tohumlar; b) aydinlik ortamdaki petride ¢imlenen tohumlar;
c) 12 h/12 h fotoperiyot ortaminda petride ¢imlenen tohumlar d) karanlik ortamdaki
kavanozda cimlenen tohumlar; e) aydinlik ortamdaki kavanozda ¢imlenen tohumlar; f)
12 h/12 h fotoperiyot ortaminda kavanozda ¢imlenen tohumlar

Sekil 4.2°de goriildiigli gibi yar1 aydinlik/yar1 karanlik kosullar altinda (kontrol
grubu) en yiiksek ¢imlenme go6zlemlenmistir. Kontrol K grubu (kavanoz) %82
cimlenme ile en yiiksek ¢imlenme oranini gostermis, Kontrol P grubu (petri kab1) %72
ile ¢cimlenme ile onu takip etmistir. Bu durum, yar1 aydimnlik/yar1 karanlik 11k
kosullarinin Verbascum leptocladum tohumlarinin ¢imlenmesi igin en ideal sartlari
sagladigin ortaya koymustur. Verbascum tiirlerinin ¢imlenmesinin arastirildigi Catara
vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada 6zellikle 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
kosullarinda en yiksek oranda ¢gimlenmenin gerceklestigini ortaya koymuslardir.
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Aydmlik kosullar altinda, AK (aydinlik kavanoz) grubu %74 ¢imlenme orani ile
yiiksek bir performans sergilemistir. AP (aydinlik petri kab1) grubu ise %64 ¢imlenme
orani ile benzer sekilde basarili sonuglar elde etmistir. Aydinlik kosullarin tohum
¢imlenmesi iizerinde olumlu etkisi oldugu gorilmektedir. Ertem ve Adak (2021)’ de
yapilan benzer bir ¢aligmada Verbascum tiirleri igin 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik
fotoperiyot uygulamasinin yeterli olabilecegi sonucunu elde etmislerdir.

Karanlik kosullar altinda, KK (karanlik kavanoz) ve KP (karanlik petri kabi)
gruplart en diisiik ¢imlenme oranlarina sahip olmustur. Bu durum, karanlik kosullarin
tohum ¢imlenmesi {izerinde olumsuz etkisi oldugunu gostermektedir. Catara vd. (2016)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada V. arcturus ve V. pinnatifidum gibi baz1 Verbascum
tirlerinde, degisen 1sik sartlarindan daha az etkilenmekte olduklarini ortaya
koymuslardir, kayalik alanlar veya kumlu diizlikler gibi daha zorlu ortamlarda,
dogrudan 1518a maruz kalmadan bile c¢imlenebilme yeteneklerinin oldugunu
agiklamiglardir. Hiloglu ve Sozen (2017) tarafindan yiiriitilen endemik Verbascum
alyssifolium tohumlarinin c¢imlendirilmesi {izerine bagka bir ¢alismada, 8 saat
aydinlik/16 saat karanlik foto periyodunda tohumlar: ¢imlendirmislerdir. Alabadi vd.
(2004) tarafindan yiiriitiilen bagka bir ¢alismada karanlikta biiyiliyen bitkilerin hormon
diizenlerinin bozulmasindan kaynakli etiyollesmeler meydana gelecegini ileri
stirmiislerdir. Oda ve Furuya (1976) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada karanlikta
biiyiittiikleri musir fidelerinin solgunlasarak boylarinin uzadigin1 ve etiyollesme
meydana geldigini ileri stirmislerdir. Gross (1985) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada
Verbascum thapsus ve Oenothera biennis tohumlarinin karanlikta ¢imlenme ve
isinlanma tizerine yaptiklar1 bir ¢alismada karanlikta muamele edilen Verbascum
thapsus tohumlarmin ¢imlenmediklerini sonucunu bulmuslardir. Baskin ve Baskin
(1981) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada Verbascum tohumlarinin karanlikta ¢gimlenme
ithtiyacinin mevsimsel olarak degistigi ve ¢imlenmenin 151k ve sicaklikla baglantili
oldugu belirtmislerdir.

Kiltir kaplarma gore degerlendirmede ise kavanoz ortaminda yapilan

denemelerde, yar1 aydinlik/yar1 karanlik kosullarda tutulan Kontrol K grubu en yiiksek
¢imlenme oranina (%82) sahip oldugu gézlemlenmistir. Daha sonra aydinlik kosullarda
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tutulan AK grubu da yiiksek bir ¢cimlenme oraniyla (%72) takip etmistir. Petri kabinda
yapilan denemelerde, yar1 aydinlik/yar1 karanlik kosullarda tutulan Kontrol P grubu
%72 ¢imlenme orami ile en yiiksek performansi sergilemistir. Aydinlik kosullarda
tutulan AP grubu %64 ¢imlenme orani ile basarili sonuglar elde etmistir. Karanlik
kosullarda tutulan KP grubu %54 cimlenme orami ile en diisiik ¢imlenme oranini
gostermistir. Hem kavanoz hem de petri kab1 ortamlarinda, yar1 aydinlik/yar1 karanlik
ve aydmlik kosullar, karanlik kosullara goére daha yiiksek c¢imlenme oranlar
saglanmistir. Nitekim kavanoz ortamlarinda ise petrilere gore daha yiksek ¢cimlenme
oranlari elde edildigi ve ¢imlenmeye olumlu bir etkisi oldugu gézlemlenmistir.

Tokuhara vd. (2023) Gastrochilus japonicus gibi orkide tirlerinin in vitro
kosullarda farkli kiiltiir kaplarinda ¢imlendirilmesi iizerine yuruttikleri bir ¢alismada,
cimlenme kaplarinin boyut ve seklinin ¢gimlenme oran1 ve bitki gelisimi {izerinde dnemli
etkileri oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada, petri kaplar1 gibi genis ylizey alanina sahip
kaplar, kiiciik ve derin kaplara kiyasla daha yliksek ¢cimlenme oranlarina sahip oldugunu
ortaya koymuslardir. Redhwan vd. (2023) yapilan benzer bir ¢alismada Pancratium
maritimum (kum zambagi) ilizerine yapilan bir ¢alismada, farkli kiiltiir kaplarinin
kullanimi, bitki biiylime diizenleyicileri ile incelemislerdir. Elde ettikleri sonuca gore
cam ve plastik kaplarin bitki biliylimesi ve ¢imlenme oranlari iizerindeki etkileri
karsilastirilmistir. Sonuglar, cam kaplarin daha sabit bir nem ortami1 saglayarak daha iyi
¢imlenme oranlar1 sundugunu goéstermistir

Bu c¢alisma, "isik faktord" ve " kdltir kabi" faktorlerinin ¢imlenme orani
tizerindeki etkilerini incelemek icin ANOVA ve Fisher LSD sonrasi testleri
kullanilmistir. ANOVA sonuglari, hem "igik faktori" hem de "c¢imlenme kab1"
faktorlerinin ¢imlenme orani {izerinde Onemli ana etkiler gosterdigini, ancak bu
faktorlerin etkilesimlerinin 6nemli bir etkiye sahip olmadigini ortaya koymustur.

Istatistiki yorum: ANOVA analizinde, "uygulama" ve "kiltir kab1"
faktorlerinin her ikisi de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.05). Bu, her iki
faktoriin de c¢imlenme orani lizerinde bagimsiz olarak Oonemli bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Ancak, iki faktoriin etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p> 0.05), bu da bu iki faktoriin birlikte ¢imlenme orani {izerinde 6nemli bir etkiye sahip
olmadigini belirtir.

Fisher LSD testi sonuglart: Isik Faktorii: Kontrol (Ortalama = 77) ile aydinlik
(Ortalama = 69) ve karanlik (Ortalama = 55) arasinda anlamli fark vardir (p <0.05).
Aydmlik (Ortalama = 69) ile kontrol (Ortalama = 77) ve karanlik (Ortalama = 55)
arasinda anlamli fark vardir (p <0.05). Karanlik (Ortalama = 55) ile kontrol (Ortalama =
77) ve aydinlik (Ortalama = 69) arasinda anlamli fark vardir (p <0.05).

Ozetle, LSD testine gore "1s1k faktdrii” ii¢ seviyesi birbirlerinden anlamli olarak
farkli bulunmustur. Bu sonuglar, uygulamalarin ¢cimlenme orani iizerinde énemli etkiler
yaptigini1 gostermistir.

Cimlenme Kabi Faktorii: Petri kaplar1 (ortalama = 63.33) 'b' grubunda yer
alirken, kavanozlar (ortalama = 70.66) 'a' grubunda yer almaktadir. Bu, yanit degiskeni
(¢imlenme) i¢in kavanozlarin, petri kaplarina gére anlamli olarak ¢imlenme oraninin
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daha yiiksek oldugunu gostermektedir (p <0.05). Bu bulgu, kullanilan kaplarin
¢imlenme orani iizerinde belirgin bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Isik Faktorii ve Cimlenme Kabi Etkilesimi: “kontrol” ile "kavanozlar" ve
"aydinlik" ile "kavanozlar" kombinasyonlari, diger kombinasyonlara kiyasla anlamli
olarak daha yiiksek ortalama ¢imlenme oranlar1 gostermektedir. Bu, bu spesifik
kombinasyonlarinda daha biiylik etkiler oldugunu gostermektedir (p <0.05). Bu
bulgular, farkli uygulama ve kabi kombinasyonlarinin ¢imlenme orani iizerindeki
etkilerini detaylandirmakta ve belirli kombinasyonlarin digerlerine gore daha yiiksek
¢imlenme oranlarina sahip oldugunu gostermektedir.

4.2. Kallus Olusumu, Somatik Embriyo ve Strgiin Rejenerasyonu

Basarili bir sekilde MS ortaminda elde edilen saglikli bitkiciklerin
yapraklarindan kallus rejenerasyonu olusturmak amaciyla steril kabin igerisinde,
yaklasik 1 cm? boyutlarinda eksplantlar alinarak farkli konsantrasyonlarda BAP ve
NAA icgeren ortamlara 06.06.2023 tarihinde aktarilmiglardir.

Ik kallus baslangici, yaprak eksplantlar1 ortama aktarildiktan 6 giin sonra M6
ortaminda bir adet yaprak eksplantinda ve M5 ortaminda ise iki adet eksplantta
goriilmistiir. Yedinci ginde ise M1, M2 ve M4 ortamlarinda goriilmistir. Kontrol
ortami olan MO ve M3 ortamlarinda 41 giinliik siirecte herhangi bir kallus gelisimi
gozlenmemistir. M5 ortaminda bir tane eksplantta ilk kok tlyl gorilmistir. Kiiltiir
baslangicindan 9 giin sonra kallus olusumlari kesinlesmeye baglamis ve kallus
baslangicindan 12 giin sonra M1 ve M2 ortamlarinda ilk somatik embriyogenez benzeri
yapilar olusmaya baglamistir (Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5). Kiltlire alindiktan iki hafta sonra
ise M4, M5 ve M6 ortamlarinda somatik embriyogenez benzeri yapilar olusmaya
baglamistir. Embriyojenik  kalluslardan embriyolar meydana gelmistir. Bazi
eksplantlarda ise dogrudan siirgiin olusumlar1 gézlemlenmistir.

Behera ve Sahoo (2009) tarafindan yiiriitiilen benzer bir ¢alismada Saccharum
officinarum L. bitkisinin surgln rejenerasyonunda en iyi sonucu, 2,0 mg/l BAP ve 0.5
mg/l NAA igeren MS ortaminda elde etmislerdir. Turker vd. (2001) Verbascum thapsus
bitkisinde yapilan bir ¢aligmada in vitro kiiltiir protokolii gelistirmek amaciyla yaprak
diskleri ve petiyol eksplantlarindan 13.32 uM BA (benzil adenin) kullanarak en iyi
siirgiin cogalmasini elde etmislerdir. Nasircilar vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada,
endemik ve nesli tikenmekte olan Muscari mirum Speta bitkisi i¢in in vitro treme
protokolii gelistirilmistir. Calismada, sogan pul eksplantlarinin en etkili oldugu ve en
yiiksek besin ortami veriminin MS besin ortaminda 4 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA
kullanilarak elde edildigini ifade etmislerdir. Patel vd. (2014) tarafindan yapilan
calismada nesli titkenme tehlikesi bulunan endemik Caralluma edulis (Edgew.) Benth.
& Hook. bitkisinin bogum segment eksplantlarini kullanarak, siirgiinlerin gogalmasi igin
en iyi sonuglarin MS ortaminda 0.5 mg/L BA, 0.5 mg/L Kin ve 0.1 mg NAA ile elde
edildigi belirtmislerdir. Cetin vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, nesli kritik
duzeyde tikenme tehlikesi bulunan, endemik Erodium somanum, bitkisinin in vitro
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mikrogogaltim arastirmalarinin sonucunda elde ettikleri verilere gore, en basarili siirgiin
gelisimleri, yaprak eksplantlarinda 1 mg/L BAP ile 0,1 mg/L IBA iceren MS ortaminda
ve siirgiin ucu eksplantlarinda 2 mg/L BAP ve 1 mg/L TAA igeren MS besin ortaminda
oldugunu saptamislardir. Benzer bir c¢alismada Karamian ve Ghasemlou (2012)
tarafindan yiiriitillen Verbascum speciosum Schard. bitkisinde 1.5 mg/l NAA
konsantrasyonu en yiiksek siklikta embriyojenik olmayan kallus rejenerasyonunu
sagladigini bildirmislerdir. BAP olmadan 1.5 mg/l NAA ile indiklenen kalluslar glgli
adventif kok gelistirmislerdir, ancak kalluslarin daha fazla biiylimesini tesvik
etmemistir. BAP blylme duzenleyicisinin siirgiin gelisimini olumlu etkiledigini
NAA’nm ise daha ¢ok kok olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir. Yine Karamian ve
Ghasemlou (2014) tarafindan yapilan Verbascum sinuatum L. bitkisinde olgun embriyo
kiltiirii ile organogenez ve somatik embriyogenez yoluyla bitki rejenerasyonu saglayan
bir protokol gelistirmisler ve embriyojenik kalluslart 30 g/l sukroz, 0,5 mg/l aktif
koémar, 0,1 veya 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortamina ya da 60 g/l sukroz, 50 mg/l kazein
hidrolizat, 0,5 mg/l Kin, 5 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/1 aktif karbon i¢eren MS ortamina
aktarmiglar; siirgiin cogaltma ve bitki rejenerasyonu igin ise siirglinleri 1 mg/l BA veya
Kin igeren MS ortamina aktararak BAP veya Kin igeren ortamlarin g¢oklu siirgiin
rejenerasyonu ve rejenerasyon agisindan daha etkili oldugunu bildirmislerdir Habas ve
Turker (2019) yiiriitilen benzer bir mikrogogaltim c¢aligmasinda Petunia hybrida
bitkisinde en yiiksek siirgiin uzunlugunu 1 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren MS
ortamindan elde etmislerdir. Monney vd. (2016) yapilan baska bir mikrogogaltim
calismasinda oksin tiirevi hormonlarin siirgiin rejenarasyonu ve ¢ogaltma siirecinde ¢cok
onemli bir rol oynadigmi ileri stirmiiglerdir. Cryptolepis sanguinolenta'nin nodal
segment eksplantlarinin siirglin rejenerasyonu ve ¢ogaltilmasinda BA ve IBA
kombinasyonlarinin, BAP ve NAA kombinasyonlarindan daha etkili oldugunu
belirtmislerdir. Benziladenin (BA) ve NAA kombinasyonlari, kontrol grubuna gore
daha dusiik oranda siirgiin indiiksiyonlart {iretmis ve siirgiin indiiksiyonuna ulagilacak
ortalama giin sayisi daha uzun oldugunu ifade etmislerdir. Huang vd. (2024)
Dendrocalamus Brandisii bitkisinde yiiriitiilen mikrogogaltim ¢alismasinda, 3 mg/L BA
ve 0.1 mg/L NAA ile desteklenen MS ortaminin en yiiksek ¢ogalma oranlarini sagladigi
bildirmiglerdir. Ayrica, siirgiin ¢ogalmasi i¢cin 5 mg/L BA ve 1 mg/L NAA igeren
ortamlarin en etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, BA ve NAA biylme
diizenleyicilerinin  mikrogogaltim verimliliginde onemli etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Torregrosa ve Bouquet (1996), siirglin rejenerasyonunun yalnizca BAP
varliginda elde edilebilecegini, ancak 0ksin organojenik yaniti artirabilecegini
belirtmislerdir Yuksek frekansta adventif siirgin rejenerasyonu elde etmek igin, oksin
ve sitokinin konsantrasyonlarim1 ve kombinasyonlarini iyi ayarlamak gerektigini dile
getirmisglerdir. Calismamizda kullanilan en yiiksek BAP ile diisilk NAA kombinasyonun
slirguin rejenarasyonu yetenegini artirdigi sonucuna varilmistir.

Sonug olarak Verbascum leptocladum igin yapilan uygulama diger ¢alismalarla
kiyaslandiginda BAP ve NAA hormonlarinin farkl bitki tiirlerinde siirgiin cogalmasini
tesvik ettigini ve Verbascum leptocladum bitkisindeki bulgularla tutarli oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, blylme diizenleyici kombinasyonlarinin bitki tiirline ve
eksplant tipine bagli olarak degiskenlik gdsterebilecegini, ancak genel olarak yuksek
sitokinin ve diisiik oksin kombinasyonlarinin siirgiin ¢ogalmasinda etkili oldugunu
ortaya koymaktadir.
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g h 1
Sekil 4.3. Isik Mikroskobu (LEICA DM750) altindaki farkli ortamlara ait rejenerasyon
baslangic1 goruntileri (Kiiltiir baslangicindan 17 giin sonra); a) kontrol ortaminda
yaprak eksplanti; b) M1 ortaminda somatik embriyogenez; ¢) M2 ortaminda somatik
embriyogenez d) M3 ortaminda yaprak eksplanti; €) M4 ortamindan direk slrgin
olusumu; f) M5 ortaminda embriyojenik kallus ve embriyo olusumu; g) M6 ortaminda
embriyojenik kallus; h) M4 ortamindaki kok tuyleri; 1) mikroskopta gozlem alma
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Sekil 4.4. Isik Mikroskobu altindaki farkli ortamlara ait sirgiin ve embriyo rejenerasyon
goruntileri (Kiiltir baglangicindan 41sonra); a) M2 ortamina ait kallustan sirgin
olusumu; b) M4 ortamina ait kallustan siirgiin olusumu; ¢) M1 ortamma ait somatik
embriyogenez olusumu; d) M2 ortaminda erken somatik embriyogenez; ) M5 ortamina
ait dogrudan siirgiin rejenerasyonu; f) M2 ortamna ait direkt siirgiin olusumu; g) M2
ortamina ait somatik embriyogenez rejenerasyonu; h) M4 ortamina ait direkt strgin
olusumu ; 1) M6 ortaminda kallustan surgln rejenarasyonu

38



BULGULAR VE TARTISMA S.UNNU

d

b

Sekil 4.5 Kumpas yardimiyla farkli ortamlara ait bitkiciklerin 6l¢iimii a) M6 ortamima
ait yaprak olcimu; b)M1 ortamma ait surgin 6lgimu; ¢) M5 ortamina ait slrgin
6lcimu; d) M4 ortamina ait stirgiin 6lcimu

Cizelge 4.2 ve 4.3 ile Sekil 4.6’da farkli uygulamalarin (M0'dan Mé6'ya kadar)
eksplant basina siirgilin sayis1 tizerindeki etkisi verilmistir. MO ve M3 ortamlari siirgiin
vermemis ve istatistiki olarak ayni grupta yer almistir. MO ve M3 ortamlari harig biitiin
uygulamalarda hem kallus olusturma hem de siirgiin olusturma orani %100 olmustur.
M6 uygulamasinda 29,40 adet ile eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisi elde edilmis
ve onu sirastyla M5 uygulamasi (27,47) takip etmistir. Ancak, istatistiki olarak ayni
grupta yer almiglardir. M2 (23,25 adet) ve M4 (22,52 adet) uygulamalar1 eksplant
basina orta diizeyde siirgiin sayisina sahip olduklari tespit edilmistir. M1 (17,77 adet)
uygulamasi ise, M6, M5 M4 ve M2’ye gore eksplant basina en az siirgiin sayisina sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, her bir uygulamanin siirgiin sayist iizerindeki
etkisinin istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur.

Cizelge 4.2. Siirgiin sayilarina ait ANOVA Varyans Analizi

Kaynak DF  (Serbestlik | Kareler Ortalama F Orani P Orani
Derecesi) Toplam1 Kareler

Uygulama 6 7311.4343 1218.57 225.8228 <0.0001*

Hata 49 264.4150 5.40

C toplam 55 7575.9593
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Cizelge 4.3.Kullanilan ortamlardan elde edilen bulgular

Ortam | Ortamun Icerigi Kallus Surgun Eksplant basina

No olusturma olusturma orani | siirgiin sayisi

oram (%) (%)

MO Kontrol Ortami MS 0 0 Oe

M1 0.5 BAP+0.25 NAA 100 100 17,77d

M2 1BAP +0.25 NAA 100 100 23,25b

M3 2 BAP+ 0.25 NAA 0 0 Oe

M4 0.5 BAP+0.5 NAA 100 100 22,52¢

M5 1 BAP+ 0.5 NAA 100 100 27,47a

M6 2 BAP+0.5NAA 100 100 29,40a

testine gore %0.05 seviyesinde onemlidir.

Surgun Sayisi

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Fisher LSD
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Sekil 4.6. Eksplant basina elde edilen siirgiin sayisina ait grafik

4.3. Koklendirme

a ad
b c
20 d
1
1
e e
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Deneme ortamlarinda ilk gelisen bitkicikler, koklenmeleri igin dncelikle kiltur
baslangicindan 36 glin sonra 2 mg/L IBA iceren MS ortamina aktarilmaya baslanmustir.
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Ancak 3 hafta icerisinde sadece kallus olusumu gozlenmis olup herhangi bir kéklenme
gelismedigi icin ortam degisikligine karar verilmistir. Ikinci denemede konsantrasyon
orani yariya diisiiriilerek %5 MS ve 1mg/L IBA denenmistir. iki hafta icerisinde, séz
konusu ortama alinan Dbitkiciklerde siirgiin  gelisimi  harici  bir degisim
gozlemlenmemistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7). Emek (2018) tarafindan yiiriitiilen
calismada nesli kritik diizeyde tehlikede olan, tibbi endemik Micromeria dolichodontha
P.H. Davis tlrtnin in vitro sartlarda elde edilen strgunlerin en yiiksek kok olusumunu
0.5 mgL? IBA igeren % MS ortaminda elde etmislerdir. Yordanova vd. (2016) da
benzer bir ¢alismada Verbascum eriophorum bitkisinde IBA'nin (0,1, 0,5 ve 1,0 mg/L)
kok olusumunu tesvik ettigi ancak siirgiin ve yaprak olusumunu baskiladigini
bildirmistir. Ancak, bizim bulgularimiz tam tersini gostermistir; 2 mg/L IBA
konsantrasyonu, kallus ve siirgiin olusumunu tesvik ederken, kok olusumunu
baskilamistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7). Bu farklilik, kullanilan IBA
konsantrasyonlarinin etkilerinin bitki tiiriine ve spesifik kiiltiir kosullarina bagl olarak
degisebilecegini gostermektedir. Tilrker vd. (2001) tarafindan yiiriitilen benzer
calismada, Verbascum thapsus bitkisi icin en etkili koklenme ortamini 5,37 UM NAA
iceren ortamda elde etmislerdir. Karamian ve Ghasemlou (2014) tarafindan yapilan
Verbascum sinuatum Uzerindeki bir ¢alismada kdklenmeyi 3 mg/L NAA ortamindan
elde etmislerdir. Yine Karamian ve Ghasemlou (2012) tarafindan Verbascum speciosum
tirtinde yapilan benzer bir ¢alismada embriyojenik olmayan kalluslardan NAA ve BA
iceren veya hormonsuz MS ortamindan, somatik embriyolardan ise hormonsuz MS
ortamindan in vitro koklenme basarilmistir. Bu nedenle son olarak kéklendirme icin iki
farkli besin ortam1 daha denenmistir. Bu kapsamda hormon igermeyen % MS ile tam
MSO0 ortamlarina bitkiler koklenmek tizere aktarilmistir. MSO ortaminda ilk koklenme 8
giin sonra baglamis olup %70 basar1 saglanmistir. Buna karsin %2 MSO ortaminda kiltir
stiresinin 15. guinunde ilk koklenme goriulmistiir ve MS0’a gore koklenme orani (%20)
cok daha az gerceklesmistir.

Cizelge 4.4. Kullanilan farkli koklendirme ortamlarinda kok gelisimi

Koklendirme Ortami Basar1 Oram1 | EtKisi i1k Koklenme

MS + 2 mg/L IBA %0 Kallus gelisimi Koklenme olusmadi

¥%MS0 +1 mg/L IBA %0 Siirgiin gelisimi Koklenme olugsmadi

%MS0 %20 Koklenme 19 gln sonra ilk
koklenme

MS0 %70 Koklenme 8 gin sonra ilk
koklenme
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Sekil 4.7. Farkli ortamlarda koklendirme ¢alismasina ait goriintiiler; a) 2 mg/L IBA
ortaminda kallus olusumu (Kiiltiir baslangicindan 20 giin sonra); b) %2 MS + 1 mg/L
IBA ortaminda siirgiin olusumu ; c) %2 MS ortamdan alinip MSO koklenme ortmanina
aktarilacak bitkicik (Kiiltiir baslangicindan 17 giin sonra); d) MSO ortaminda koéklenmis
bitkicik (Kiiltiir baglangicindan 22 giin sonra) €) MSO koklenme ortamindan
aklimatizasyona alinacak bitkicik (Kiiltiir baglangicindan 1 ay sonra )

4.4, Bitkileri Di1s Kosullara Alistirma

Sirekli in vitro kosullarda yetistirilmis ve koklenmis olan bitkiler, plastik
ortiiler altinda kademeli olarak dis kosullara alistirilmistir. Oncelikle koklenmis
bitkicikler, kavanozlardan pens yardimiyla ¢ikarilarak koklerdeki agar atiklari akan
suyun altinda temizlenmistir. Agardan tamamen arindirilan bitkicikler, 2:1 oraninda torf
perlit iceren hazirlanmis saksilara dikilmistir. Bitkiler iklim sartlarina uyum sagladiktan
sonra daha biiyiik saksilara aktarilarak Giiney Agripark Ar-Ge Merkezi arastirma
serasina almmustir (Sekil 4.8). Bitkiler burada ciceklenme donemine kadar blylmeye
birakilmistir. Dis kosullara alistirmadaki bagsari orani %90 olarak gergeklesmistir.
Karamian ve Ghasemlou (2014) tarafindan Verbascum sinuatum L.bitkisinde yuruttlen
benzer bir ¢alismada doku kiiltiiriinden elde edilen bitkiler aklimatizasyon igin perlit ile
karistirilmig steril topraga transfer edilerek yiiksek nem saglamak amaciyla plastik
torbalarla kapatilmislardir. iki hafta sonra plastik torbalar ¢ikarilmis ve bitkiler dis
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ortam kosullarina aktarilmistir. Dis kosullara alistirmanin 3. haftasinda tiim fideler
hayatta kalmistir.

Sekil 4.8. Farkli donemlere ait aklimatizasyon islemlerine ait gorintuler; a) in vivo
kosullara aktarilacak olan bitkicikler; b) aklimatizasyona alinmig biiyiitme kabinindeKi
bitkiler (30.10.2023); c) Giiney Agripark’ta viyollere dikilen fideler (15.12.2023); d);
viyollerden saksilara aktarilmig bitkiler (29.03.2024); e)¢iceklenme icin sapa kalkan
(29.03.2024) ;(f) ciceklenme donemindeki bitki (30.04.2024)
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5 SONUCLAR

Tohum sterilizasyonu bu arastirmanin 6nemli temel adimlarindan birisi
olmustur. Elde edilen sonuglara gore: Verbascum leptocladum tohumlari i¢in en uygun
ylizey sterilizasyon protokolii; %70 etil alkol ile 40 saniye muamele, ardindan 3 damla
Tween-20 igeren %15 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 15 dakika muamele ve sonrasinda
Uc kez saf suda durulama olarak belirlenmistir. Bu protokol, yiiksek ¢imlenme orani ve
kontaminasyonun minimal diizeyde tutulmasi agisindan en etkili yontem olarak
secilmistir. Ayrica, %100 oraninda kullanilan etil alkollin tohumlara zarar verdigi ve
cimlenmeyi engelledigi sonucuna varilmigtir.

Bagarilt bir sterilizasyon protokolii elde edildikten sonra tohumlarn 11k
kosullarma ve kiiltiir kab1 farkliliklarina bagli olarak ¢imlenme oranina etkisi olup
olmadig1 arastirilmistir. Elde edilen verilere gore yar1 aydinlik ve yari karanlik 151k
kosullarinda en iyi ¢imlenme oranimi elde edilmistir. Aydmlik 151k kosullarindaki
verilerde dikkate alinacak degerde yiiksektir. Fakat karanlik ortamdaki tohumlarin
¢imlenme orami ¢OK daha diisiik olarak saptanmistir. Bunun nedeni ise karanlik
kosullarda giberellin ve etilen gibi hormonlarin karanlikta bitkinin uzamasini tesvik
etmesidir. Ayrica, bitkiler biiylimek igin gerekli 1s1ga ulasamayinca 151k arayisina
girerek boylarmi uzattiklarinda gOvdeleri incelmektedir. (Colebrook vd.2014).
Verbascum tiirlerinin ¢imlenmesi, fotoperiyotun varliginda (6zellikle 12 saat 151k/12 saat
karanlik dongiisiinde) daha yiiksek oranda gergeklesmektedir. Bu bulgular, Verbascum
tirlerinin habitat tercihleri ve ekolojik rollerine dair dnemli ipuclar1 sunmaktadir.
Fotoperiyot, 6zellikle tohnum ¢imlenmesinde kritik bir faktor olup, bu tirlerin gimlenme
basarisini ve erken donem biiyiime performansini belirleyici bir rol oynamaktadir. Bu
sonuglar Verbascum tirlerinin ¢imlenmesi, fotoperiyotun 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Kiiltiir kab1 olarak ise kavanozdaki ¢imlenme orani petriye gore daha
yiiksek bulunmustur. Bunun bazi nedenleri: Kavanozlar genellikle daha biiyiik bir
hacme sahiptir ve bu, tohumlar i¢in daha genis bir biiylime alani saglar. Kavanozlar
genellikle daha i1yi bir nem kontrolii saglayabilir. Nem, tohum ¢imlenmesi i¢in kritik
Ooneme sahiptir ve uygun nem seviyeleri ¢imlenmeyi tesvik edebilir. Kavanozlar
genellikle petri kaplarindan daha fazla 151k gegirgenligine sahiptir.

En yiiksek siirgiin olusumu 2 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA’da igeren MS
ortamindan elde edilmistir. Sitokinin blyime dulzenleyicisi olan BAP, sirgin
olusumunu belirgin sekilde tesvik etmektedir. Genellikle ortamlardaki BAP
konsantrasyonu arttik¢a siirgiin sayisi da artmaktadir. Oksin tiirlerinden olan NAA ise
kallus ve kok olusumu i¢in kullanilmaktadir. NAA ve BAP birlikte kullanildiginda
siirgiin olusumunu tesvik etmektedir. Dislik miktarda kullanilan NAA siirgiin
olusumunu baskilayabilmektedir. Orta diizeyde kullanilan NAA ise olumlu etki
etmektedir. Belirli bir oranda kullanilan optimum NAA siirgiin olusumunu maksimum
seviyeye ¢ikarmada yardimci olmaktadir. Elde edilen veriler Verbascum
leptocladum’un yliksek siurgiin rejenerasyonuna sahip oldugunu gostermektedir. Bu
dogrultuda ileride koruma amagli yapilacak mikrogogaltim teknigin basarili sonuglar
vermesi beklenebilir. Mikro stirgunlerin in vitro kosullarda koklendirilmesi i¢in sadece
MSO0 ortami yeterli olmaktadir. Doku kiiltiirii sartlarinda elde edilen saglikli bitkilerin
dis kosullara adaptasyon oraninin kayda deger bir sekilde yiiksek oldugu sonucuna
vartlmistir. Verbascum leptocladum’un albenili ¢igeklerinin dig ortam peyzaj bitkisi
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olarak degerlendirilebilecegi de bir diger etmendir. Bu olusturulan protokoller, bitkinin
bliyiik 6lcekli ¢ogaltilmast ve germplazmin korunmasi ig¢in etkili bir yontem olarak
gelistirilmistir.
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