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Bu calismada, yar1 kurak ve kurak alanlara sahip Cankiri ilinde, lokal endemik olarak yetisen, tibbi
aromatik bitkiler arasinda yer alan ve ayrica yok olma tehlikesi altinda bulunan (EN) Helianthemum
germanicopolitanum Bornm. bitkisinin, in vitro teknikler yardimi ile ¢ogaltimi ve aklimitizasyonu
amaclanmistir. Bu dogrultuda H. germanicopolitanum’ un in vitro yontemle ¢ogaltimi i¢in 3 farkli temel
besin ortami [a) Murashige ve Skoog (MS) b) Gamborg’s B5 ¢) Nitsch & Nitsch (N&N)], 2 farkli
katilastirict (agar 7g/L-gelrite 2.1 g/L), 8 sitokinin ve 8 oksin [a) 6-benziladenin (BA)-(0 mg/L, 0,5 mg/L,
1 mg/L, 2 mg/L), b) Kinetin (KIN)-(0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L), ¢) Indol-3-biitiirik asit (IBA)-(0
mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L), d) a-naftalenasetikasit (NAA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1
mg/L)] dozunun yer aldig1r 64 farkli kombinasyonda hazirlanan bitki bilyiime diizenleyicilerle birlikte

besin ortamlarina 30 g/L sakkaroz ilave edilmis ve ortamin pH’s1 5.7’ ye ayarlanmistir.

Bitkinin gogaltimi agsamasinda, sik sik yiizeysel ve i¢sel enfeksiyona rastlanmis ve bu durum gelistirilen

protokolle ¢oziime ulagtirilmistir.

In vitro ¢ogaltim agamasinda en iyi siirgiin gelisimi (1.141) ve siirgiin uzunlugu (0.572) Gamborg’s B5
besin ortammda KIN (0.5 mg/L)+IBA (0.5 mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve gelrite ile
katilagtirilan ortamda elde edilmistir. Maksimum siirgiin sayis1 (19.5) ise MS besin ortaminda BA (1
mg/L)+IBA(0.5 mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve agar ile katilastirilan ortamda elde edilmistir.
Koklendirme agamasinda ise maksimum kok sayisina (30) MS besin ortaminda katilastirict olarak gelrite
kullanilan ortamda ulastlmistir. Siirgiin ve kok gelisimi bakimindan H. germanicopolitanum bitkisini en
iyi temsil eden 100 adet bitki aklimitizasyon agamasina alinmistir. Bu bitkilerden 32 tanesi dis kosullara

uyum gostermistir.

Arahk 2019, 41 sayfa

Anahtar kelimeler: Doku kiiltiirli, endemik, Helianthemum germanicopolitanum, in vitro gogaltim



ABSTRACT
Master Thesis

IN VITRO PROPAGATION OF
HELIANTHEMUM GERMANICOPALITANUM BORNM.

Emine KAPDAN

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisors: Dr. Mehmet SEZGIN

In this thesis, it was aimed to in vitro propagation and acclimatization of Helianthemum
germanicopolitanum Bornm. plant which is a local endemic in Cankir1 Province with arid and semi-arid
lands, and an endangered (EN) species taking part among medicinal and aromatic plants. In this respect, 3
different basal media [a) Murashige and Skoog (MS) b) Gamborg's B5 c¢) Nitsch & Nitsch (N&N)], 2
different gelling agents (agar 7 g/L-gelrite 2.1 g/L), 8 cytokines and 8 auxin doses of plant growth
regulators [a) 6-benzyladenin (BA)-(0 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L), b) Kinetin (KIN)-(0 mg/L, 0,5
mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L), ¢) Indole-3-butyric acid (IBA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L), d) a-
napthaleneaceticacid (NAA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L)] prepared in 64 different
combinations with 30 g/L sucrose was added to the basal media and adjusted to pH 5.7 for in vitro

propagation of H. germanicopolitanum.

During the in vitro propagation of the plant, external and internal infections were frequently encountered

and this was solved by the developed protocol.

The best shoot growth (1.141) and shoot length (0.572) were obtained in the Gamborg’s B5 basal media
in combination with KIN (0.5 mg/L)+IBA (0.5 mg/L) PGR and solidified with gelrite. The maximum
number of shoots (19.5) were obtained in the media containing BA (1 mg/L)+IBA (0.5 mg/L) PGR in MS
media solidified with agar. At the rooting stage, the maximum number of roots (30) were reached in the
MS media containing gelrite. In terms of shoot and root growth were taken to acclimatization stage 100

plants representing the best H. germanicopolitanum. 32 of these plants adapted to external conditions.

December 2019, 41 pages.

Key words: Tissue culture, endemic, Helianthemum germanicopolitanum, in vitro propagation



ONSOZ VE TESEKKUR

“Helianthemum germanicopolitanum Bornm. un in vitro ¢ogaltimi” adli tez ¢alismasi
Cankirt Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda

Yiiksek Lisans Tez ¢alismasi olarak hazirlanmistir.

Bu calisma, TUBITAK tarafindan 116Z446 numarali 3501-Kariyer Gelistirme Projesi
olarak desteklenmistir. Bize her asamada her tiirlii destegi sunan TUBITAK’a

tesekkiirlerimizi sunariz.

Calisma konusunun sec¢iminden, g¢aligmanin sonlandirilmasina kadar her asamada
destegini esirgemeyen, bilgi ve tecriibesinden sik¢a yararlandigim danisman hocam

Sayin Dr. Ogr. Uyesi Mehmet SEZGIN’e sonsuz sayg1 ve siikranlarimu iletirim.

Ozellikle her asamada sabirla ve gayretle bana destek olan esim Fettah KAPDAN
babam Ismail SATILMIS, annem Sat1 SATILMIS’a, laboratuvar ¢alismalarinda yardim

ve desteklerini gordiigiim yiiksek lisans &grencileri Cibutili arkadaglarima sevgi ve

saygilarimi sunarim.

Emine KAPDAN
Cankiri, Aralik 2019
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1.GIRIS

Ulkelerin tarihi ve kiiltiirel zenginlikleri yaninda biyolojik cesitlilikleri de énem arz
etmektedir. Tiim Avrupa’da yaklagik 12000 adet bitki taksonu (tiir, alttiir, varyete vb.)
ile 2750 adet endemik tiir bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise yaklasik tigte biri endemik
olmak tizere toplam 11000 adet bitki taksonu (tiir, alttiir, varyete vb.) bulunmaktadir
(Ekim vd. 2000). Tiirkiye, endemik bitkiler bakimindan bu kadar zengin olmasina
ragmen bu konudaki ¢alismalar, 1992-1997 yillar1 arasinda DPT tarafindan TUBITAK
aracilig ile desteklenen “Tiirkiye Endemik Bitkileri Projesi” yani sira flora ¢aligmalari
yapan botanik¢i bilim insanlar sayesinde deger kazanmaya baslamistir. Diinya’da bitki
tiirlerinin, 6zellikle dar ve siirli yayilisa sahip endemiklerin, korunmalar1 konusunda
ciddi caligmalar yapilmaktadir. Tiirkiye’de yetisen endemik ve endemik olmayan
bitkiler, neslini devam ettirebilmek adina birtakim zorluklarla karsilasmaktadir. Bitkileri
tehdit eden baslica faktorler; sanayilesme ve sehirlesme, tarim alanlarinin genisletilmesi
ve asir1 otlatma, turizm, ihracat ve degisik kullanim amaglar ile dogadan toplamalar,

yanginlar, tarimsal miicadele ve kirlenme ilk akla gelenlerdir.

Cankiri il merkezinin bulundugu bolge 3. Jeolojik zamanda meydana gelmis jipsli yani
alc1 tagh toprak yapisina sahiptir. Bu jipsli bolgelere has bircok endemik bitki
bulunmaktadir. Cankirt il siirlarinda Flora of Turkey’in ilk dokuz cildinin kayitlarina
gore 52 familyaya ait 357 tiir olmak tizere 360 adet takson bulunmakta ve bunlarinda
119 tanesi endemiktir (Ekim vd. 2000; Bakis et al. 2011). Tir sayisinin daha sonra
yapilan flora calismalariyla 1000’i buldugu tahmin edilmektedir. Karadeniz ve Ig
Anadolu bdélgeleri arasinda, kurak ve yar1 kurak bolgede yer alan Cankiri ili sinirlart
icerisinde lokal endemik olarak yetisen (Sekil 1.1) ve Uluslararas1 Doga ve Dogal
Kaynaklar1 Korunma Birligi’nin (International Union for Conservation of Nature
(IUCN)), Tehlike Altindaki Bitkiler Komitesi Sekreterligi’nin (Threatened Plant
Committee (TPC)), Diinya Dogay1 Koruma Vakfi (World Wildlife Foundation (WWF))
gibi kuruluglarin yani sira lilkemizde de Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan tehlike
altindaki bitkiler (EN) sinifinda yer alan Helianthemum germanicopolitanum Bornm.,

olduk¢a 6nemli bir tiirdiir.



B § SR
Sekil 1.1 H. germanicopolitanum Bornm. un yayilis alan1-Cankir/ TURKIYE

Cistacea (Ladengiller), familyasina ait bitkiler, Akdeniz cevresindeki illerde, maki
vejetasyonunda yetisebilen agaccik, yar1 cali veya otsu formlardan meydana
gelmektedir. Cistaceae familyasinda sekiz cins ve 250-300 kadar tiir bulunmaktadir

(Bakis er al. 2011). Asagida bu sekiz cins verilmektedir:

1. Fumana

2. X Halimiocistus
3. Halimium

4. Helianthemum
5. Hudsonia

6. Lechea

7. Tuberaria

8. Cistus’tur.

Bu familyaya ait 8 cinsten biri olan Helianthemum’un 16 tane tiirii bulunmaktadir.
Bunlardan, H. strickeri GROSSER, H. antitauricum DAVIS ET COODE, H.
nummularium subsp. lycaonicum Coode & Cullen tiirii haricindekiler endemik degildir.
Cok yillik, yar1 ¢ali formdadir (Sekil 1.2). Step yerlerde, 800-1600 m yiiksekliklerde
yetisir. Bulundugu iller: Ankara, Artvin, Bolu, Bursa, Cankiri, Eskisehir, Giresun,
Giimiishane, Hatay, Icel, Kastamonu, Kayseri, Kiitahya, Malatya, Nigde, Rize, Samsun,
Sinop, Sivas ve Trabzon (bulundugu kareler: A2, A3, A4, AS, A7, A8, A9, B2, B3, B4,
BS5, B6, C5 ve C6 (Bakis et al. 2011).


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fumana&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Halimiocistus&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Halimium&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hudsonia&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lechea&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tuberaria&action=edit&redlink=1
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Sekil 1.2 H. gérmclmicopolitanm Bornm.’un a) (;i(;ekler b) habitusu c¢) habitat1

Endemik olan bazi tiirlerin dogal yetisme alanlarinda korunmasi ve c¢ogalmalarinin
saglanmas1 onem tasimaktadir. Bunun yani sira, bu bitkilerin hizli bir sekilde kiiltiire
alinma ¢alismalarinin da yapilmasi1 gerekmektedir. Cogaltilan bitkilerin koleksiyona
alinmasi ve in vitro devamliliginin saglanmasi, yok olma tehlikesi altindaki bitkinin
varlig1 acisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Codllesme ile miicadele kapsaminda da

topragin korunmasi, N, P, K gibi bitki beslenmesinde hayati rol oynayan elementlerin



toprakta tutulmasi gibi olduk¢a Onemli etkileri olan Helianthemum sp. bitkisinin
korunmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de kurak ve yari kurak zonda yer alan Cankiri,
toprak, bitki Ortiisii, iklim ve su rejimi acisindan giderek ¢6l ekosistemlerine benzer
Ozellikler kazanmaya baglamistir (Go6l vd. 2010). Bu anlamda ekolojik 6zelliklerin
korunmasi, Oncelikle topragin yerinde muhafaza edilmesi ile saglanacaktir.
Helianthemum sp. bitkisinin tibbi yonden kullanim alanlarinin yani sira gelismis kok
yapisi ve az yagisl iklim kosullarina gosterdigi uyum sayesinde (Suleiman et al. 2007)

oldukca kiymetli bir bitki oldugu da agiktir.

Helianthemum sp. bir¢ok tibbi 6zellik tagiyan 6nemli bir bitkidir. Bitkinin Maya’lardan
beri sindirim sistemi bozuklugu ishal, kanli ishal, abdominal ve epigastrik agr
tedavisinde kullanildig1  bilinmektedir (Meckes 1999; Inan vd. 2012). H.
germanicopolitanum bilesimindeki ucucu yag, tanen ve miisilajin idrar soktiiriicii ve
kabizlik giderici etkilerinin yaninda, iilkemizde 6zellikle hemoroide karsi etkin bir

sekilde kullanildig1 bilinmektedir (Baytop 1999).

Bu tez ¢alismasinda, H. germanicopolitanum’un in vitro ¢ogaltimi ile ilgili ilk ¢aligma
olmast bakimindan 6zgilin deger tasimaktadir. Calismada yogun, hizli ve klonal bir
cogaltim imkan1 saglayan ve 6nemli bir biyoteknolojik yontem olan doku kiiltiirii ile H.
germanicopolitanum bitkisi slirglin ucu ve nod (bogum) gibi farkli eksplantlar
kullanilarak in vitro sartlarda ¢ogaltilmistir. H. germanicopolitanum eksplantlari ilk kez
in vitro kosullarda 3 farkli besin ortami, 64 farkli bitki biiylime diizenleyici
kombinasyonu ve 2 farkli katilagtirici kullanilarak kiiltiire alinip, koklendirme ve

aklimizasyon c¢alismalar1 hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1 Cistaceae Familyasina Ait Diger Tiirlerde In Vitro Cogaltim

Kadan ef al. (1991), Rosaceae familyasinin iiyelerinin yerine kullanabilecek olan,
Erwinia amylovora bakteri tiirine direngli olan kiiciik ¢icekli ladende
(Cistus * purpureus Lam.) yaptiklar1 in vitro mikrogogaltim c¢aligmasinda tiir sayisini
artirmak i¢in serada yetistirdikleri ladenleri kullanarak in vitro ortamda mikrogogaltim
yapmiglardir. Bu c¢alismada eksplant olarak: iki yaprak arasi segmentleri ve nodiil
bolgelerini kullanmiglardir. 0.007 mg/L. BAP’li ortamda kiiltiire alinan eksplantlar ii¢
hafta sonra siirgiin olusturmuslardir. 0.01 mg/L BAP ve 0.005 mg/L IAA ile
kullanilarak hazirladiklar1 ortamda iic hafta sonra 6 siirglin gelisimi gdzlemislerdir.
Bunun yaninda 0.005 mg/L IBA igeren ortamda alt kiiltiire aldiklar1 ortamda ise sadece

iki adet siirglin gelismistir. Bu yapilan ¢alismada %55 oraninda basarili olmuslardir.

Iriondo et al. (1995) 6 Kayagiilii (Cistus) tiiriinde in vitro ¢ogaltim adli ¢aligmada
(Cistus albidus L., C. clusii Dunal, C. ladanifer L., C. laurifolius L., C. psilosepalus L.,
ve C. salvifolius L.) mikrocogaltim yapmiglardir. Tohumlar1 steril ettikten sonra
biiylime diizenleyici olmaksizin %3 sakkaroz ve %0.7 agar (Difco Bacto) iceren MS
(Murashige and Skoog, 1962) ortamina eksplantlar1 inkiibe etmiglerdir. Otuz giin sonra
0.5-1.0 cm araliginda nodiil arasi1 ve apikal ug¢lardan alinan eksplantlar1 ii¢ farklh
biiylime diizenleyici ihtiva eden MS (1.MS + 0.02 mg/L KIN 2.MS + 0.02 mg/L BAP 3,
bitki biliylime diizenleyici icermeyen MS) ortaminda alt kiiltiire almiglardir. Her dort
hafta 0.5-1.0 cm boyutundaki eksplantlart ayni igerikte ki ortamlarda alt kiiltiire
almislardir. Ugiincii alt kiiltiirden sonra siirgiinler kdklendirme icin MS ortamia veya
(0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 ve 0.1mg/L) IBA iceren ortamlarda alt kiiltiire almislardir.
Otuz giin sonra ki gozlemlerinde Cistus clusii diisiik oranlar da (%73-%80) gelisme

gosterirken diger bes tlir %80-%97 oraninda gelisme gdstermis ve basart saglamislardir.

Zygomala et al. (2003), Girit Ladeni’nin (Cistus creticus L.) tohumlarindan in vitro
cogaltim adli yaptiklar1 calismada, tohumlart WPM temel besin ortamina modifiye
etmigler ve 30 gin sonra ¢imlenen tohumlardan ilk siirgiin rejenerasyonu

gerceklestirmislerdir. Yine WPM ortami kullanarak dozlarda biiyiime diizenleyicileri



ekleyerek IBA (0.02, 0.04 ve 0.08 mg/L) , NAA (0.001 ve 0.002 mg/L) ve Zeatin (0.2
mg/L ve 0.5 mg/L) ekleyerek basarili bir in vitro gogaltim gerceklestirmislerdir.

Ruta et al. (2010), Cistus clusii’da siirglinlerinden ve nodiillerinden in vitro ¢ogaltim
calismasi yapmislardir. Bu calismada iki seksiyon yapmislardir ilk olarak 0.5 cm bazal
eksplantlar1 inkiibe etmislerdir, ikinci olarak da 1-1.5 cm boyutunda elde ettikleri
terminal u¢ kisimlarini 0.5 mg/L BAP iceren MS ve NN temel besin ortamlarinda alt
kiiltiire almislardir. ilk dikimlerin de %14-16 oraninda enfekte meydana gelmistir. En
iyi koklendirme 0.1 mg/L IBA eklenen ortamda goézlemislerdir. Gelisen bitkilere

aklimitizasyon uygulanmastir.

Madesis et al. (2011), Girit ladeninde (Cistus creticus L.) in vitro olarak mikrogogaltim
ve slrglin rejenerasyonu c¢alismasi yapmuslardir. In vitro g¢ogaltim igin li¢ yillik
bitkilerden eksplantlar almislardir. Elli adet siirglin ucunu ilk 6nce kararmasini 6nlemek
amaci ile antioksidan ¢ozelti igerisinde (askorbik asit 100 mg/L) 20 dk. bekletmislerdir.
Ardindan %100 etanol ile 30 dk. muamele edip, steril su ile durulamislardir. Daha sonra
sodyum hipoklorit (NaOC]) ile 15 dk. steril edip, steril saf su ile ii¢ defa yitkamislardir.
Toplanan eksplantlarin yapraklarindan siirgiin rejenerasyonu yapmiglardir. MS ortamina
eklenen 0.1 mg/L TDZ ve 0.1 mg/L NAA ile dort hafta sonra 2.5 mm boyutunda
stirgiinler elde etmislerdir. Biiylime diizenleyiciler olmaksizin MS ortaminda yaptiklar
mikrogogaltimda 24 mm boyutunda siirgiinler elde etmislerdir. Gelisen bitkiler
aklimitizasyon ile topraga aldiklarinda ise 100mm boyutunda bitkiler elde etmislerdir.
Bunun yani sira gelisen kalluslardan organogenesis uygulamasi denemislerdir. Bu
yontem de ise MS ortamina 0.1 mg/L NAA’ya ek olarak 0.1 mg/L TDZ veya 0.2 mg/L
TDZ eklemislerdir. En ytiksek verimi ise 0.1 mg/L TDZ ve 0.1 mg/L NAA eklenen MS
ortaminda (%33) gozlemislerdir.

2.2 Helianthemum sp.’nin Tibbi Aromatik Ozellikleri ile Tlgili Calismalar
Giineydogu Ispanya’da geleneksel olarak tibbi amagl kullanilan 11 farkhi

Helianthemum sp. tiiriinde, polifenoller, antioksidanlar ve antimikrobiyal aktivitelerin

arastirildigl calismada (Moraga et al. 2013), yapraklarindan elde ettikleri metanolikler



ve diger ekstraktlarin Helianthemum sp.’nin tibbi olarak kullanimiyla dogrudan ilgili
oldugunu vurgulamiglardir. Helianthemum sp.’nin g¢igekleri, yapraklart ve diger
kisimlarinin, yanik tedavisinde, sindirim sistemi hastaliklarinda, hemoroit tedavisinde,
solunum yetmezliginde, iltihap sokiicii olarak, agr1 kesici olarak ve antiseptik olarak
kullanildigini, ishal, kanli ishal ve atesli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak

yararlanildigini ifade etmislerdir.

Hussain et al. (2013) aralarinda Arap yarimadasinda agri kesici ve iltihap giderici olarak
kullanilan Helianthemum lippii’nin de bulundugu 5 farkli tibbi bitkinin ugucu yag ve
besin maddesi analizlerini yapmislardir. Yaptiklart ¢alismada kuru madde, sodyum
karbonat, ham yag, proteinler, lif, azot, karbonhidrat, K, Na, Ca, Fe, P, Mg vs.

parametrelerini incelemislerdir.

Aralarinda Helianthemum lippii’nin de bulundugu baz1 bitkilerde, fenolik igerikler ve in
vitro antioksidan aktivitelerini inceleyen Benhammou et al. (2014) H.lippii’nin kok,
yaprak ve meyvelerinde en yiiksek antioksidan aktivite oranina, total antioksidan

kapasite degerleri ile toplam flavonoid degerlerine ulagmislardir.

Helianthemum kahiricum Dell.”da ugucu yag kompozisyonlarinin GC ve GC/MS ile
incelendigi calismada %36.2 hekzanoik asit, %7.3 tetradekanoik asit, %6.5 linoleik asit

ve %4.7 oraninda da dodekanoik asit elde etmislerdir (Javidnia et al. 2007).

Terfezia bouderi Chatin ¢6l mantarinin, Gliney Tunus’ta kumullarda yayilis gosteren,
endemik Helianthemum sessiliflorum Desf.un biiylime, kok gelisimi ve besin depolama
ozellikleri lizerine etkilerini aragtiran Slama et al. (2012) iki farkli toprak tipini, jipsli ve
kumlu balgik, denemislerdir. Mikorizal fidanlar H. sessiliflorum Desf.’da dikkate deger

sekilde boy artimi1 ve yaprak sayisinda artis gostermistir.

Turgeman et al. (2011)’de ise Terfezia bouderi Chatin mikoriza mantarlarin H.
sessiliflorum Desf.’un fotosentez oranimmi %35, transpirasyon kapasitesini %18

respirasyon kapasitesini %49 artirdigini ortaya koymuslardir.



Kuraklik stresinin biliylime ve su alimindaki etkisi mikorizal bir fungus olan Terfezia
claveryi ile H. almeriense ile birlikteliginde Morte et al. (2000) tarafindan gozlenmistir.
Kok ve siirgiin gelisimini olumlu etkiledigi ayrica normal yasam kosullar1 altinda
kuraklik stresi ile bas edebildigi %88 oraninda fotosentez gergeklestirebildigi ifade

etmislerdir.

2.3 Helianthemum sp.’ nin In vitro Cogaltimn ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

Morte ve Honrubia (1992)’de Helianthemum almeriense bitkisinin slirglin ucu ve nodal
eksplantlarini in vitro kosullarda kiiltire almiglardir. MS (Murashige and Skoog 1962)
besin ortamina yalnizca 0.01 mg/L. KIN ilave ettikleri kombinasyonda koéklenmeyi

saglayabilmislerdir.

Helianthemum lippii L. var. sessiliforium bitkisinin in vitro mikro ¢ogaltimini ¢alisan
Hamza et al. (2012), eksplant olarak bitkinin nodlarin1 kullanmiglardir. MS besin
ortamina BA’nin (0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 ve 2 mg/L) farkli dozlarin1 ilave etmisler ve 1.5
mg/L BA iceren ortamda en iyi kallojenik yapi1 ile %98 oranda siirgiin elde etmeyi 4
hafta sonunda basarmislardir. Ardindan yine MS ortamina 0-1 mg/L IBA ilave ederek

koklendirmeyi ve %90 oraninda da dis kosullara alistirma islemini basarmislardir.

Hamza et al. (2013) yine Helianthemum lippii L. var. sessiliforium bitkisinde bu defa
aksiler tomurcuklar1 eksplant kaynagi olarak kullanmislardir. MS besin ortamia
BA’nin (0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, ve 2 mg/L) farkli dozlar1 ile NAA’in (0.5 ve 1 mg/L)
dozlarin ilave etmislerdir. Elde ettikleri siirgiinleri MS ortaminin (MS/2, MS/4, MS/6
ve MS/8) kuvvetlerine, tuz konsantrasyonlarini azaltarak, NAA’in (0.25, 0.5, 0.75, 1 ve
1.5 mg/L) degisen oranlarin1 ekleyerek koklenmeyi saglamislardir. Bitkileri biiyiitme

kabininde %90-95 nemli ortamlarda 2 ay beklettikten sonra seraya aktarmiglardir.

Hamza ve Neffati (2014)’de hem tibbi 6zellikleri, hem bir yem bitkisi olarak kullanilan
ayn1 zamanda miikemmel gelismis kok sistemleri sayesinde ¢dllesmeyi durduran bir
bitki olan Helianthemum kahiricum Dell.’un mikro ¢ogaltimmi arastirdiklar

yayinlarinda, koruma programinin gerekli ¢ogaltim tekniklerinden biri olan in vitro



cogaltimin 6nemini vurgulamislardir. Degisik oranlarda kullanilan sitokinin ve oksin
dozlarmin bitkinin gelisiminde ne kadar etkili oldugunu hatta baz1 durumlarda oksin

kullanmadan kok gelisimin %98 oranina ulastigini ifade etmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alisma, Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii biinyesinde

bulunan Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2017-2019 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir.

3.1 Materyal Temini

Tirkiye’de yalnizca Cankiri ili sinirlart icerinde dogal yayilis gosteren (Turkey A4
Cankir), lokal endemik ve yok olma tehlikesi altindaki (EN) H. germanicopolitanum,
Karakigla yolu yol kenarinda, Cakmaklidere vadisi list kisimlarinda, jipsli tepelerde
650-800 m yiikseltide 40°29'30" N - 033°39'36" E koordinatlarinda ve Kalecik-Cankir1
yolu Inandik yol ayriminda, jipsli ve kirecli tepelerde 831 m yiikseltide 40°23'15" N -
033°35'01" E koordinatlarinda bulunmaktadir (Sekil 3.1) (Cullen and Coode 1965;
Yesilyurt er al. 2015). Bunun yanisira Cankiri Kenbag mevkii, Cankirt Esentepe
mabhallesi Esentepe-Dogantepe yol arast mevkiinde yayilis gostermektedir. Nisan-Mayi1s
aylarinda vejetasyon déneminin baslangiciyla birlikte arazide goriilmeye baslayan
bitkinin, Haziran-Temmuz ve Agustos aylarinda tam ¢icekli hali bulunabilmektedir.
Bitkiler 10 Mayis 2017, 5 haziran 2017 yilinda iki kez, 2018 yili 12 mayis ve 5
Haziranda, 21 mayis 2019’da Kenbag mevkiiden bitkilerin dogal yasam alanlarina,
iiremelerine ve c¢ogalmalarina zarar vermeyecek sekilde ve sinirli miktarda ¢elik

aliarak (Sekil 3.2) laboratuvar ortamina getirilmistir.

Sekil 3.1 H. germanicapolitanum'un toplandigi arazi ve jeolojik formasyon goriiniimleri (a)
Cankir1 Kenbag Mevkii (b) Karakisla Koyli Yolu Cakmaklidere Vadisi ve Inandik
Koyi
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Sekil 3.2 H. germanicopolitanum bitkisi a)Tam ¢ig¢ekli H. germanicopolitanum b)Araziden
toplanarak laboratuvara getirilen H. germanicopolitanum ¢)H. germanicopolitanum
cicekleri yapraklari ve siirglinlerinin goriiniimii

3.2 Araziden Toplanan Bitkilerin Sterilizasyonu

Araziden toplanarak laboratuvara getirilen bitkiler in vitro kosullarda dikime alinmadan
Once yiizey sterilizasyonu i¢in akan musluk suyu altinda 20 dk. yikandiktan sonra
9%70’lik etanolde 3 dk bekletilmistir. %15 klor iceren ticari sodyum hipokloritin birkag
damla Tween 20 ilave edilmis %?20’lik soliisyonunda, 10 dakika boyunca sterilize
edilmis ve ardindan sodyum hipokloritin dokulardan uzaklagsmasi i¢in 3 defa 5’er dakika
sire ile steril saf su ile aseptik kosullarda c¢alkalanmistir. Ancak bu protokol

H.germanicopolitanum eksplantlari i¢in sterilizasyonda yeterli olmamistir. Bu nedenle,
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uygulanan sterilizasyon protokolii yerine, asagidaki protokol modifiye edilerek
uygulanmigtir.
1. Bitki akan musluk suyu altinda 30 dk. boyunca yikanmistir,
1 g/L Cuprosan GW-(Bayer”) ile 20 dk. muamele edilmistir
1 g/ HgCl, ile 15 dk. muamele edilmistir,
%70’lik EtOH ile 10 dk. muamele edilmistir,

Lok W

Bitkiler tizerlerindeki yapraklar temizlendikten sonra en az 2 cm olacak sekilde
ve lizerinde en az 2 goz olacak sekilde kesilmistir,

6. Hacmen %15 klorin igeren ticari NaOCl’in %30’luk konsantrasyonuna, klorinin
etkinligini artirmak amaciyla 1-2 damla Tween 20 ilave edilerek 15 dk. muamele
edilmistir,

7. Steril saf su ile 3 kez 5’er dk. durulanarak dikime hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.3 H. germanicopolitanum’ da sterilizasyon i¢in bitkinin hazirlanmas1 a)Araziden getirilen
bitkinin siirgiinlerine ayrilmasi b)Siirgiinlerin yikanmasi ¢)Yapraklarindan arindirilmis
stirgiinler d)Dikim i¢in hazirlanmig eksplantlar
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3.3 Besin Ortamlarin Hazirlanmasi

H. germanicopolitanum Bornm. bitkisinin, siirgiin uglari, nodlar1 eksplant kaynagi
olarak kullanilarak, biyoteknolojik yontemlerden biri olan doku kiiltiirii ile in vitro
sartlarda ¢ogaltilmistir. Bu yontemde, baslangi¢ asamasinda farkli bilesimlerdeki besin
ortamlar1 kullanilmigtir. Bu asamada temel besin ortamlarinin, katilagtirici tipinin ve

bliylimeyi diizenleyici madde kombinasyonlarinin (Cizelge 3.1) etkileri arastirilmistir.

1) Temel besin ortamlar: (Thengane et al. 1994; Sahraroo et al. 2015)
a)MS (Murashige and Skoog 1962)
b)Gamborg’s BS (Gamborg et al. 1968)
¢)Nitsch & Nitsch (Nitsch and Nitsch 1969)

2) Katilastiricilar (Sezgin and Dumanoglu 2014)
a)Agar (7 g/L)
b)Gelrite (2.1)

3) Bilyiimeyi diizenleyici maddeler ve kombinasyonlar1 (Hamza et al. 2012;
Pandey and Singh 2012; Singh and Dwivedi 2013)
a)6-benziladenin (BA)-(0 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L)
b)Kinetin (KIN)-(0 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L)
¢)Indol-3-butirik asit (IBA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L)
d)a-naftalenasetik asit (NAA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L)

H. germanicopolitanum igin 3 temel besin ortami, 2 katilastirici, 8 sitokinin dozu ve 8
oksin dozunun yer aldig1 384 farkli kombinasyonda hazirlanan besin ortamlarina 30 g/L
sakkaroz ilave edilmis ve ortamin pH’1 5.7’ye ayarlanmistir. Besin ortamlarinda,
eksplantlarin dikiminden sonra olugabilecek kontaminasyonu 6nlemek amaci ile PPM
(Plant Preservative Mixture-(Duchefa™)) 1 ml/L olarak ilave edilmistir. Besin ortamlari,
her bir BDM kombinasyonu, katilastiric1 ve tekerriir miktarma yeterli olacak sekilde
hazirlanmis (100 mL) ve erlenmayer icerisinde sterilizasyon amaciyla otoklava
konulmustur. Besin ortamlarinin sterilizasyonu dijital kontrollii otoklav ile 121°C ve 1.2
atm basing altinda 20 dk. siireyle yapilmistir (Sezgin ve Dumanoglu 2014). Otoklavdan

¢ikarilan besin ortamlar1 laminar hava akishi kabin igerisinde katilasmasindan hemen
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once steril tiiplere (130x10 mm) 10’ar mL olarak dagitilmistir. Her tiipte 1 adet eksplant

olacak sekilde tiim kombinasyonlar 10’ar tekerriir halinde hazirlanmistir (Sekil 3.4 ve

3.5) (Hamza et al. 2012; 2013; Pandey and Singh 2012).

Cizelge 3.1 BDM konsantrasyonlarinin uygulanis tablosu

1 BA(0 mg/L)+IBA(0 mg/L) 33 | KIN(0 mg/L)+IBA(0 mg/L)

2 | BA(O mg/L)+IBA(0.25 mg/L) 34 | KIN(0 mg/L)+IBA(0.25 mg/L)
3 BA(0 mg/L)+IBA(0.5 mg/L) 35 | KIN(0 mg/L)+IBA(0.5 mg/L)

4 | BA(O mg/L)+IBA(1 mg/L) 36 | KIN(O mg/L)+IBA(1 mg/L)

5 BA(0 mg/L)+NAA(0 mg/L) 37 | KIN(O mg/L)+NAA(O mg/L)

6 | BA(O mg/L)+NAA(0.25 mg/L) 38 | KIN(Omg/L)+NAA(0.25 mg/L)
7 BA(0 mg/L)+NAA(0.5 mg/L) 39 | KIN(0 mg/L)+NAA(0.5 mg/L)
8 BA(0 mg/L)+NAA(1 mg/L) 40 | KIN(0 mg/L)+NAA(1 mg/L)

9 BA(0.5 mg/L)+IBA(0 mg/L) 41 | KIN(0.5 mg/L)+IBA(0 mg/L)
10 | BA(0.5 mg/L)+IBA(0.25 mg/L) 42 | KIN(0.5 mg/L)+IBA(0.25 mg/L)
11 | BA(0.5 mg/L)+IBA(0.5 mg/L) 43 | KIN(0.5 mg/L)+IBA(0.5 mg/L)
12 | BA(0.5 mg/L)+IBA(1 mg/L) 44 | KIN(0.5 mg/L)+IBA(1 mg/L)
13 | BA(0.5 mg/L)+NAA(O mg/L) 45 | KIN(0.5 mg/L)+NAA(0 mg/L)
14 | BA(0.5 mg/L)+NAA(0.25 mg/L) 46 | KIN(0.5mg/L)+NAA(0.25 mg/L)
15 | BA(0.5 mg/L)+NAA(0.5 mg/L) 47 | KIN(0.5 mg/L)+NAA(0.5 mg/L)
16 | BA(0.5 mg/L)+NAA(1 mg/L) 48 | KIN(0.5 mg/L)+NAA(1 mg/L)
17 | BA(1 mg/L)+IBA(0 mg/L) 49 | KIN(1 mg/L)+IBA(0 mg/L)

18 | BA(1 mg/L)+IBA(0.25 mg/L) 50 | KIN(1 mg/L)+IBA(0.25 mg/L)
19 | BA(1 mg/L)+IBA(0.5 mg/L) 51 | KIN(1 mg/L)+IBA(0.5 mg/L)
20 | BA(1 mg/L)+IBA(1 mg/L) 52 | KIN(1 mg/L)+IBA(1 mg/L)

21 | BA(l mg/L)+NAA(O mg/L) 53 | KIN(1 mg/L)+NAA(O mg/L)
22 | BA(1 mg/L)+NAA(0.25 mg/L) 54 | KIN(1 mg/L)+NAA(0.25 mg/L)
23 | BA(1 mg/L)+NAA(0.5 mg/L) 55 | KIN(1 mg/L)+NAA(0.5 mg/L)
24 | BA(l mg/L)+NAA(1 mg/L) 56 | KIN(1 mg/L)+NAA(1 mg/L)
25 | BA(2 mg/L)+IBA(0 mg/L) 57 | KIN(2 mg/L)+IBA(0 mg/L)

26 | BA(2 mg/L)+IBA(0.25 mg/L) 58 | KIN(2 mg/L)+IBA(0.25 mg/L)
27 | BAQ2 mg/L)+IBA(0.5 mg/L) 59 | KIN(2 mg/L)+IBA(0.5 mg/L)
28 | BA(2 mg/L)+IBA(1 mg/L) 60 | KIN(2 mg/L)+IBA(1 mg/L)

29 | BA(2 mg/L)+NAA(O mg/L) 61 | KIN(2 mg/L)+NAA(O mg/L)
30 | BA(2 mg/L)+NAA(0.25 mg/L) 62 | KIN(2 mg/L)+NAA(0.25 mg/L)
31 | BA(2 mg/L)+NAA(0.5 mg/L) 63 | KIN(2 mg/L)+NAA(0.5 mg/L)
32 | BA(2 mg/L)+NAA(1 mg/L) 64 | KIN(2 mg/L)+NAA(1 mg/L)
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Sekil 3.4 Laminar flow kabin igerisinde steril tiipler ve besin ortamlarinin gériiniimii

Sekil 3.5 Besin ortamlarinin tiiplere 10 mL olarak dagitilmasinin gériintiimii
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3.4 Eksplantlarin dikimi ve inkiibe edilmesi

H. germanicopolitanum bitkisinin yapraklarindan arindirilarak {izerinde en az iki adet
g6z (tomurcuk) bulunduran nod ve siirgilin uglar1 eksplant kaynagi olarak sterilizasyon
asamasindan sonra tiiplere dikilmistir (Sekil 3.6). Rejenerasyon kapsaminda tiim
kiiltiirler 25+1°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (35 pmol'-m™>s™), 8 saat karanlik kosullara
sahip iklim kabininde (Sekil 3.7) 4 hafta siireyle inkiibe edilmis ve her giin diizenli

olarak kontrol edilmistir.

Sekil 3.6 Aseptik kosullarda H. germanicopolitanum bitkisinin dikimi a) Laminar flow kabin
icerisinde yapraklarindan arindirilmig eksplantlarin tiiplere dikimi b) Dikim yapilmis
eksplantlarin goriinimii
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Sekil 3.7 25+1°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (35 pmol'm™s™), 8 saat karanlik kosullara sahip
iklim kabininde inkiibe edilen eksplantlar

3.5 Alt kiiltiir

Yapraklarindan arindirilarak sterilizasyonu yapilan ve sonrasinda da dikimleri
gerceklestirilen H. germanicopolitanum bitkisinin eksplantlari, iklim odasinda inkiibe
edilmis ve giinliik olarak kontrol edilmistir. Eksplantlarin gelisimleri dikildikleri besin
ortamlari, MS (Murashige and Skoog 1962), Gamborg’s B5 (Gamborg er al. 1968),
N&N (Nitsch and Nitsch 1969) ve igerdikleri biiyiime diizenleyici madde (BDM)

kombinasyonlarina bagli olarak alt kiiltlire alinarak ¢ogaltimlar1 hedeflenmistir.

Baslangic  asamasmi  takiben  eksplantlarin  siirglin @~ ve  kok  gelisimini
gerceklestirebilmeleri adina 4 hafta ara ile 3 defa alt kiiltiir yapilmistir. Alt kiiltiir
ortamlari; baslangic asamasindaki besin ortamlari, BDM kombinasyonlarint ve
katilastiricilarint icermektedir. Siirgiin ve kok gelisimi gdsteren eksplantlara ait kok
uzunlugu, kok sayisi, siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayilarina ait veriler alinmistir. Bu
asamada dogrudan siirgiin gelisimi gosteren eksplantlar (Sekil 3.8) koklendirme

ortamlarina aktarilmistir.
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Sekil 3.8 In vitro sartlarda gelisim gdstermeye baglayan eksplantlar a) N&N besin ortaminda
BA(0 mg/L)*NAA(1 mg/L) BDM kombinasyonunda gelrite ile katilastirildig
ortamda kok gelisimi b) MS besin ortaminda BA(2 mg/L)+NAA(0.5 mg/L) BDM
kombinasyonunda agar ile katilastirildigi ortamlarda siirgiin olusumu ¢) N&N besin
ortaminda KIN(2 mg/L)+NAA(O mg/L) BDM kombinasyonunda agar ile
katilagtirildig1 ortamlarda siirgiin olusumu d) Gamborg’s B5 besin ortamiin BA(0.5
mg/L)+NAA(1 mg/L) BDM kombinasyonunun agarli ortaminda kallus olusumu

3.6 Koklendirme Asamasi

Koklendirme asamasinda ise, siirgiin gelisimi gosteren eksplantlari, temel besin ortami
igerisine, oksin grubu BDM [Indol-3-butirik asit (IBA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1
mg/L) - a-naftalenasetik asit (NAA)-(0 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L)] ile birlikte
agar veya gelrite ilave edilerek dikimleri yapilmistir. Dikimler 125x65x80 mm
Olciilerinde yaklasik 120 mL besin ortami bulunan steril kaplar igerisine yapilmistir
(Sekil 3.9). Bitkiler 4 hafta siire ile koklendirme ortaminda tutulmustur. Koklendirme

asamasinda tim kiiltiirler 25+1°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (6 pmol'm™>s™), 8 saat
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karanlik kosullara sahip iklim kabininde muhafaza edilmistir. Bu asamada siirgiin
gelisimi de gézlemlenmistir. Koklenen bitkilerde kok sayilar (adet) ve uzunluklari (cm)
ile ayn1 zaman da slirglin sayisi ve uzunluklar1 da Ol¢lilmiistiir (Sekil 3.10) (Mandal
2013; Stelmaszczuk and Kozak 2013). 4 hafta sonrasinda yine ayni kombinasyonlari

iceren ortamlara aktarilmigtir.

; 42 R3S
I 151 e R B
37

A
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t_.
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Sekil 3.9 Siirgiin gelisimi gosteren eksplantlarin koklendirme ortamina alinmas1 a)N&N besin
ortaminda IBA (0.5 mg/L) ve gelrite iceren ortama eksplantlarin aktarilmasi
b)Koklendirme amaciyla dikilmis eksplantlar ¢) N&N besin ortamimda KIN(0.5
mg/L)+IBA (0.1 mg/L) BDM kombinasyonu igeren ortamda kok ve siirgiin gelisimi

it
3 ‘l..

19



Sekil 3.10 Rejenerasyonu tamamlamis H.germanicopolitanum bitkisi a)Gamborg’s B5
ortaminda KIN(0.5 mg/L) + IBA(0.5 mg/L) ve gelrite igeren ortamda bitki
rejenerasyonu b)H. germanicopolitanum bitkisinin kok ve siirgiin olusumu

3.7 Aklimitizasyon Asamasi

Stirglin ve kok gelisimi gosteren bitkiler aklimitizasyon asamasmna almmistir. Bu
asamada besin ortamindan ¢ikarilan bitkiler, koklerindeki besin ortami bulasigindan
arindirilmak amaciyla once saf su ile yitkanmistir. Bitkiler daha sonra hacimce (3:1:1
v/v) oraninda c¢icek topragi, kum, perlit karisimdan olusan ve topraktan gecebilecek
herhangi bir kontaminasyonu énlemek amaciyla dnceden otoklav ile 121°C ve 1.2 atm.
basing altinda 90 dk. siireyle steril edilen karigimina dikilmistir. Dikim sonrasinda
bitkiler pisetle giinasir1 yaklasik 50 mL sulanmistir. Kiiglik plastik saksilara dikilen
bitkilerin lizeri nem kaybini 6nlemek amaciyla streg¢ filmle sarilmig ve stre¢ filmin iizeri

birkag yerinden delinmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Rejenere olan bitkilerde aklimitizasyon ¢alismasi

Bitkiler 25° C sicaklik ve 16 saat aydilik (35 pmol'm™s™), 8 saat karanlik kosullara
sahip iklim kabininde 8 hafta muhafaza edilmistir (Mandal 2013; Singh ve Dwivedi
2013). Saksilarin {izerindeki stre¢ film bu 8 haftalik siire igerisinde bitki gelisimi
gbzlenerek asamali olarak ac¢ilmistir. Bu asamada saksilar gilinasirt olmak tizere

sulanmistir. Dort hafta sonra bitkiler dig ortamda saksilara alinmistir (Sekil 3.11).

3.8 istatistiksel Analiz

Denemelerden elde edilen veriler yinelemelerin ortalamasi olarak varyans analizi
yontemi (ANOVA) ile SPSS Paket Programi ile F-testine gore kontrol edilmistir (P <

0.05, 0.01, 0.001). Ortaya ¢ikan énemli farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile

%S5 hata sinir1 esas alinarak saptanmis ve farkliliklar harfler yardimiyla belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Eksplantlarin  gelisimleri  dikildikleri besin ortamlar1 ve icerdikleri BDM
kombinasyonlarmma bagli olarak kallus, siirgiin ve kok olusumlar1i gozlenmistir.
Baslangi¢ asamasindan sonra yapilan her alt Kkiiltir c¢alismasinda H.

germanicopolitanum’ a ait siirglin ve kok sayilar1 belirlenmistir.

4.1 Alt Kiiltiirlerde Siirgiin Uzunlugu

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, eksplantlar baslangi¢ asamasindan sonra
alindiklar alt kiiltiirlerde olusturduklar siirgiin uzunluklar1 6l¢iilmiis ve elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore “temel besin ortami1 x BDM
kombinasyonu x katilastiric” arasindaki interaksiyonun etkisi istatistiksel anlamda
onemli bulunmustur (P<0.001). H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangic

asamasi sonrasinda siirgiin uzunluklarina ait veriler Cizelge 4.1 *de sunulmustur.

Cizelge 4.1 H. germanicopolitanum ecksplantlarinda baslangi¢ asamasi sonrasinda siirgiin
uzunluklarina ait “temel besin ortami x BDM kombinasyonu x katilastiric1”
arasindaki interaksiyonun etkisi (P<0.001)

Besin Ortam

MS Gamborg’s BS N&N

BDM Agar Gelrite Agar Gelrite Agar Gelrite
1 0@)* 0 0 0(i) 0@) 0@)
2 0.3(ghi) 0 0 0 0 0
3 0 0.01(1) 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0.15() 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0.05(hi) 0 0
8 0.2(hi) 0 0 0 0 0.05(hi)
9 0 0 0.15(1) 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0.16(1) 0.1(31) 0 0
12 0 0 0 0 0.2(hi) 0
13 0 0.21(1) 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0.03(i) 0 0
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0.16(1) 0.18(1) 0 0 0
19 0.5(cde) 0 0.49(cde) 0 0 0
20 0.02(i) 0 0.05(hi) 0 0 0
21 0 0 0 0.1(31) 0 0
22 0.01(1) 0.05(hi) 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0.03(i)
26 0 0 0 0 0.05(hi) 0
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27 0.04(hi)
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45 0.25(ghi)
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

cococoococo
o

0.25(ghi)
0

=)
o =
coomZoooc0o0ocOo3oococoo

0.092(hi)

SO OO OO OoOoOC O

OOOOOO&OOOOOOOOOOOOOOOO

[=leNelelielelelelelolieio o]

0.847(ab)
0.431(defg)
0.364(fghi)
0.25(ghi)
0.75(bc)
0
0.14(hi) 0.03(i)
0.22(ghi) 0.369(efgh)
0 0.45(cdef) 0
0 0 0
0 0 0.05(hi)
61 0.09(hi) 0 0 0
62 0 0.473(cdef) 0.05(hi) 0.0231)
63 0.07(hi) 0 0.521(cde) 0 0 0.05(hi)
64 0 0 0.280(ghi) 0 0 0

0.655(bcd)
hi) 0
0

(=N eNelolioNollo i)

o
(=}
~

0.35(fghi)
0.05(hi)
0

0
0
0.05(hi)
0
hi) 0
0
0

[=NeNelelelelelelelelolelelelielelelelNeleleliololloio el

<
o
SCoOoOocoQococooc oo Joocoooo

)
[eleleleololelelielelelelelelelellelelelelelelelleiolelelleleleiolelelleiieleiio]

*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farklilig: gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda bu asamasinda siirgiin uzunluklarinin “temel
besin ortami x BDM kombinasyonu x katilagtiric1” arasindaki interaksiyonunda,
Gamborg’s BS5 besin ortaminda KIN (0.5 mg/L) + IBA (0.5 mg/L) BDM kombinasyonu
bulunan ve gelrite ile katilastirilan ortamda en iy1 siirgiin uzunlugu elde edilmistir.
Bununla birlikte yine ayni besin ortamina KIN (I mg/L) + IBA (0.25 mg/L) BDM
kombinasyonu bulunan ve gelrite ile katilastirilmis ortamda da siirglin uzunluklari

istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur.
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4.2 Alt Kiiltiirlerde Siirgiin Sayisi

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, eksplantlar baslangi¢c asamasindan sonra
alindiklar alt kiiltiirlerde olusturduklar: siirglin sayilar1 alinmis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore “temel besin ortami x BDM
kombinasyonu x katilastiric1” arasindaki interaksiyonun etkisi istatistiksel anlamda
onemli bulunmustur (P<0.001). H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangic

asamasinda siirgiin sayilarina ait veriler Cizelge 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2 H. germanicopolitanum eksplantlarinda baglangic asamasindan sonra siirgiin
sayilarina ait “temel besin ortami x BDM kombinasyonu x katilastiric1” arasindaki
interaksiyonun etkisi (P<0.001)

Besin Ortamm

MS Gamborg’s B5 N&N
BDM Agar Gelrite Agar Gelrite Agar Gelrite
1 0 0 0 0 0(@) 0(@)
2 0.5(hi)* 0 0 0 0 0
3 0 0.5(hi) 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 1.5(ghi) 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0.3(hi) 0 0
8 2.4(ghi) 0 0 0 0 0.1(1)
9 0 0 3.0(fghi) 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 3.1(fghi) 0.5(hi) 0 0
12 0 0 0 0 10.0(defg) 0
13 0 18.10(ab) 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0.1(31) 0 0
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 11.8(defg) 0.8(hi) 0 0 0
19 19.5(a) 0 2.0(ghi) 0 0 0
20 0.1(31) 0 0.4(hi) 0 0 0
21 0 0 0 0.2(i) 0 0
22 1.5(ghi) 0.1(1) 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0.5(hi)
26 0 0 0 0 1.0(hi) 0
27 0.4(hi) 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0.1(3)
33 0 0 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 0
35 0 1.7(ghi) 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0 0
38 0 1.0(hi) 0 0 0 0
39 0 0 0 0 0 0.2(i)
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40 0 0 0 0 0 0
41 0 0 0 0 0 0

42 0 0 0 0 0 0

43 0 0 0 2.353(ghi) 0 15.385(bed)
44 0 0 0 0 0 0

45 13.5(cdef) 0 0 0 0 0

46 0 0 0 0 0 0

47 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

49 0 0 0 0 0 0

50 0 0 0 3.842(fghi) 0 0

51 0 9.273(defgh) 0 8.308(efghi) 0 0

52 0 0 0 1.786(ghi) 0 0

53 0 0 0 0.5(hi) 0 14.5(cde)
54 0 0 0 1.4(ghi) 0 16.5(bc)
55 0 0 0 0 0 0

56 0 0.1() 0 0.7(hi) 0 14.0(cde)
57 0 0 0 0.2(1) 0 19.062(a)
58 13.5(cdef) 0 0 0 18.0(ab) 0

59 0 0 0 0 0 0

60 0 0.4(hi) 0 0 0 0.2(1)
61 0 4.5(fghi) 0 0 0 0.0

62 0 0 0 3.273(fghi) 8.0(efghi) 0.1G)
63 0.3(hi) 0 1.929(ghi) 0 0 0.2(1)
64 0 0 3.4(fghi) 0 0 0

*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangi¢ agsamasinda siirgiin sayilarinin “temel

besin ortami1 x BDM kombinasyonu x katilastirict” arasindaki interaksiyonunda, MS

besin ortaminda BA (1 mg/L) + IBA (0.5 mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve agar
ile katilastirilan ortamda ve N&N besin ortaminda KIN (2 mg/L) + IBA (0 mg/L) BDM

kombinasyonu bulunan ve gelrite ile katilastirilan ortamda en iyi silirgiin sayist elde

edilmistir. Bununla birlikte yine MS besin ortaminin gelrite ile katilastirildigi ve BA(0.5

mg/L) + NAA(O mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ortam ile N&N besin ortaminin
agar ile katilastirildigi KIN(2 mg/L) + IBA(0.25 mg/L) BDM eklenmis ortamda da

stirglin sayilar1 (Sekil 4.1) istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.1 In vitro sartlarda 2. Alt kiltir sonunda siirgiin gelisimi a) N&N besin
ortaminda KIN(0.5 mg/L)+IBA(0.5 mg/L) BDM kombinasyonunda gelrite
ile katilagtirildigi ortamda siirgiin gelisimi b) MS besin ortaminda KIN(1
mg/L)+NAA(1 mg/L) BDM kombinasyonunda agar ile katilastirildig
ortamlarda siirgiin ve kok olusumu ¢) MS besin ortaminda BA(1 mg/L) +
NAA(0O mg/L) BDM kombinasyonunda agar ile katilastirildigi ortamlarda
siirglin olusumu d) MS besin ortaminin BA(1 mg/L)+NAA(0.25 mg/L) BDM
kombinasyonunun agarli ortaminda siirgiin olusumunun goriiniimii

4.3 Alt Kiiltiirlerde Kok Uzunlugu

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, eksplantlar baslangi¢ asamasindan sonra
alindiklar alt kiiltiirlerde olusturduklar1 kok uzunluklar1 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore “temel besin ortami x katilagtiric1”
arasindaki interaksiyonun etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05). H.
germanicopolitanum eksplantlarinda baslangi¢c asamasinda kok uzunluklarina ait veriler

Cizelge 4.3’ de sunulmusgtur.
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Cizelge 4.3 H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangi¢ asamasinda kok uzunluklarina ait
“temel besin ortamu x katilastiric1” arasindaki interaksiyonun etkisi (P<0.05)

Katilastirici
Besin Ortamm Agar Gelrite
MS 0(c)* 0(c)
Gamborg’s BS 0.002(b) 0(c)
N&N 0(c) 0.004(a)

*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangic asamasinda kok uzunluklarinin (Sekil
4.2) “temel besin ortami x katilastiric’” arasindaki interaksiyonunda, N&N besin
ortaminda katilastirict olarak gelrite kullanilan ortamlarda istatistiksel anlamda 6nemli

bulunmustur.

Sekil 4.2 Koklendirme ortamina alinan eksplantlarin kok ve siirglin gelisimi ile bitkiye
doniismeleri a) N&N besin ortaminda IBA(0.5 mg/L) ve agar igeren ortamda
sirgiin ve kok gelisimi b) MS besin ortaminda NAA(0.5 mg/L) ve gelrite
iceren ortamda silirgiin ve kok gelisimi ¢) MS besin ortaminda IBA(0.5 mg/L)
ve agar iceren ortamda siirgiin ve kok gelisimi d) N&N besin ortaminda IBA(1
mg/L) ve gelrite iceren ortamda siirgiin ve kok gelisiminin goriiniimil
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4.4 Alt Kiiltiirlerde Kok Sayisi

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, eksplantlar baslangi¢c asamasindan sonra
alindiklar1 alt kiiltiirlerde olusturduklar1 kok sayilart alinmis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore “temel besin ortami x BDM
kombinasyonu x katilastirici” arasindaki interaksiyonun etkisi istatistiksel anlamda
onemli bulunmustur (P<0.05). H. germanicopolitanum eksplantlarinda baglangic

asamasinda kok sayilarma ait veriler Cizelge 4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4 H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangi¢c asamasinda siirgiin sayilarina ait
“temel besin ortam1 x BDM kombinasyonu x katilastiric1” arasindaki interaksiyonun
etkisi (P<0.001)

Besin Ortam

MS Gamborg’s BS N&N

BDM Agar Gelrite Agar Gelrite Agar Gelrite
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*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda baglangi¢c asamasinda siirgiin sayilarinin “temel besin
ortami x BDM kombinasyonu x katilastirici” arasindaki interaksiyonunda, N&N besin
ortaminda BA(0 mg/L) + NAA(1 mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve gelrite ile

katilagtirilan ortamda en iyi kok sayisi elde edilmis ve istatistiksel anlamda 6énemli bulunmustur.

4.4.1 Koklendirme Asamasinda Kok Uzunlugu

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, alt kiiltiir asamasindan sonra alindiklar
koklendirme ortamlarinda olusturduklar1 kok uzunluklari 6l¢ililmiis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu asamada kullanilan IBA ve NAA’ in
etkilerine, kullanilan doz miktarina, besin ortamina ve Kkatilastiricilarin etkilerine
bakilmistir. Buna gore “BDM x temel besin ortami” arasindaki interaksiyonun etkisi
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05). H. germanicopolitanum
eksplantlarinda koklendirme asamasinda kok uzunluklarina ait veriler Cizelge 4.5°de

sunulmustur.
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Cizelge 4.5 H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda kok uzunluklarina
ait “BDM x temel besin ortam1” arasindaki interaksiyonun etkisi (P<0.05)

Bilyiime Diizenleyici Madde (BDM)

Besin Ortamm NAA IBA
MS 0.223(e)* 0.685(cde)
Gamborg’s B5 0.538(de) 1.914(a)
N&N 0.749 (bed) 0.972(bc)

*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda kok uzunluklarinin
“BDM x temel besin ortami” arasindaki interaksiyon, istatistiksel anlamda onemli
bulunmustur. IBA’in NAA’e gore kok gelisimde etkisi daha etkili olmustur. Besin
ortamlardan Gamborg’s B5’in potasyum ve amonyumca diger ortamlara gore daha

zengin olusu kdklenmeyi artiricr etki gostermistir.

4.4.2 Koklendirme Asamasinda Kok Sayisi

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, alt kiiltiir asamasindan sonra alindiklari
koklendirme ortamlarinda olusturduklari kok sayilart alinmis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu asamada kullanilan IBA ve NAA’nmn
etkilerine, kullanilan doz miktarina, besin ortamina ve katilastiricilarin etkilerine
bakilmistir. Buna gore “BDM x BDM Dozu x temel besin ortami1” arasindaki
interaksiyonun etkisi (P<0.05) ile birlikte “BDM Dozu x temel besin ortami x
katilagtiric1”  arasindaki interaksiyonun etkisi de istatistiksel anlamda Onemli
bulunmustur (P<0.05). H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda

kok sayilarina ait veriler Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’ de sunulmustur.

Cizelge 4.6 H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda kok sayilarina ait
“BDM x BDM Dozu x temel besin ortami1” arasindaki interaksiyonun etkisi

(P<0.05)
Besin Ortamm
MS Gamborg’s BS N&N

BDM Dozu NAA IBA NAA IBA NAA IBA
0 mg/L 5.0(de)* 2.25(efg) 02) 02) 02) 0(2)
0.25 mg/L 0.833(fg) 3.667(efg) 0(g) 0(g) 1.4(fg) 4.0(efg)
0.5 mg/L 3.429(efg) 15.0(a) 6.0(de) 16.25(a) 12.333(bc) 5.877(de)
1 mg/L 0(g) 1.8(fg) 5.067(de) 10.042(bc) 12.839(bc) 11.230(bc)

*Farklt harfler uygulamalar arasindaki farkliligi géstermektedir.
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Cizelge 4.7 H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda kok sayilarina ait
“BDM Dozu x temel besin ortami x katilastiric1” arasindaki interaksiyonun etkisi

(P<0.05)
Besin Ortam
MS Gamborg’s BS N&N

BDM Dozu Agar Gelrite Agar Gelrite Agar Gelrite
0 mg/L 2.5(fghi)* 0(1) 0@) 0@) 0@) 0@)
0.25 mg/L 5.381(fg) 1.833(ghi) 0@) 0() 4.25(fgh) 1.15(hi)
0.5 mg/L 1.25(hi) 30.0(a) 4.0(fgh) 17.25(b) 9.406(cde) 8.803(cde)
1 mg/L 0(i) 1.8(ghi) 4.275(fg) 10.833(cd) 11.659(cd) 12.411(cd)

*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda kok sayilarinin “BDM
x BDM Dozu x temel besin ortami” arasindaki interaksiyon ile birlikte “BDM Dozu x
temel besin ortami x katilastiric1”  arasindaki interaksiyonun etkileri istatistiksel
anlamda o6nemli bulunmustur. Koéklenmede besin ortamlarinin etkisinin yani sira
kullanilan oksin grubu BDM etkili olmustur. BDM’nin 0.5 mg/L dozu tiim denemelerde
(Cizelge 4.6) olumlu sonug¢ verirken MS besin ortaminin gelrite ile katilagtirildig:
ortamda ve Gamborg’s B5 ortaminda da (Cizelge 4.7) kok sayis1 bakimindan yine en iyi
sonuclart vermistir. Koklendirme c¢aligmalarinda Gamborg’s B5 ve MS ortamlarina
ilave edilen 0.5 mg/L IBA ve katilastirici olarak gelrite kullanim1 H.

germanicopolitanum’ da koklendirme basarisi i¢in yeterli olmustur.

4.4.3 Koklendirme Asamasinda Siirgiin Uzunlugu

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, alt kiiltiir asamasindan sonra alindiklar
koklendirme ortamlarinda olusturduklar siirglin uzunluklar1 6lgiilmiis ve elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu asamada kullanilan IBA ve NAA’in
etkilerine, kullanilan doz miktarina, besin ortamina ve katilastiricilarin etkilerine
bakilmistir. Buna gore “BDM x temel besin ortami x katilastirict” arasindaki
interaksiyonun etkisi istatistiksel anlamda Onemli bulunmustur (P<0.05). H.
germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme agamasinda siirgiin uzunluklarina ait

veriler Cizelge 4.8’da sunulmustur.
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Cizelge 4.8 H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda siirgiin
uzunluklarina ait “BDM x temel besin ortami x Kkatilastiric1” arasindaki
interaksiyonun etkisi (P<0.05)

Besin Ortamm

MS Gamborg’s BS N&N
BDM Agar Gelrite Agar Gelrite Agar Gelrite
IBA 0.312(def)* 0.513(bc) 0.046(f) 0.572(ab)  0.325(cdef) 0.416(bcd)

NAA 0.204(ef) 0.405(bcd) 0.599(ab) 0.367(cde)  0.313(def) 0.636(a)

*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi gostermektedir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme agamasinda siirglin uzunluklarinin
“BDM x temel besin ortami x katilastiric1” arasindaki interaksiyon, istatistiksel anlamda
onemli bulunmustur. NAA’in IBA’e gore siirgiin gelisimde etkisi daha iyi olmustur.
Besin ortamlardan N&N siirgiin gelisimi bakimindan en iyi grubu olustururken,
Gamborg’s B5 besin ortaminda da siirglin uzunluklart N&N besin ortamina oldukca

yakin miktarda meydana gelmistir.

4.4.4 Koklendirme Asamasinda Siirgiin Sayisi

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, alt kiiltiir asamasindan sonra alindiklar
koklendirme ortamlarinda olusturduklar siirgiin sayilar1 alinmis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu asamada kullanilan IBA ve NAA’in
etkilerine, kullanilan doz miktarina, besin ortamina ve katilastiricilarin etkilerine
bakilmistir. Buna gore “temel besin ortami x katilastiric” arasindaki interaksiyonun
etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05). H. germanicopolitanum
eksplantlarinda koklendirme asamasinda siirgiin sayilarina ait veriler Cizelge 4.9’da

sunulmustur.

Cizelge 4.9 H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda siirgiin sayilarina
ait “temel besin ortamu x katilastiric1” arasindaki interaksiyonun etkisi (P<0.05)

Katilastirici
Besin Ortam Agar Gelrite
MS 11.296(cd)* 6.950(e)
Gamborg’s BS 29.842(a) 11.696(cd)
N&N 15.993(b) 10.224(de)

*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 géstermektedir.
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H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme agamasinda siirglin uzunluklarinin
“temel besin ortami x katilastiric1” arasindaki interaksiyonunda, Gamborg’s B5 besin
ortaminda katilagtirict olarak agar kullanilan ortamlarda istatistiksel anlamda 6nemli
bulunmustur. Siirgiin sayis1 bakimindan olduk¢a ¢ok sayida kardeslenen eksplantlar

yogun ve klonal bir iiretim i¢in oldukga yeterli olacagi gézlenmistir.

4.5 Aklimitizasyon

Siirgiin ve kok gelisimi bakimindan H. germanicopolitanum bitkisini en iyi temsil eden
100 adet bitki aklimitizasyon asamasina alinmistir. Bitkiler sera asamasindan sonra dis
kosulara dikilmislerdir. Bu bitkilerden 32 tanesi dis kosullara uyum goéstermistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3 Aklimitizasyon asamasinda dis kosullara uyum gosteren H. germanicopolitanum
bitkisi
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S.TARTISMA VE SONUC

Bu c¢aligma lokal endemik ve tehlike altindaki bitkiler listesinde (EN) yer alan tibbi ve
aromatik 6zellikleri olan Helianthemum germanicopolitanum Bornm. bitkisinin siirgiin
uclart ve nodlarimin eksplant kaynagi olarak kullanilarak, degisik dozlarda ayarlanmis
bitki biiylime diizenleyiciler ve organik maddeler iceren farkli besin ortamlarinda

kiltiire alinarak ¢ogaltimini amaglanmastir.

Bitkinin siirglin, nod ve apikal kisimlar1 bir¢ok bitkide oldugu gibi Helianthemum sp.
cinslerinde de doku kiiltiirii ile cogaltim asamasinda baslangic¢ eksplanti olarak basariyla
kullanilmaktadir (Morte et al. 1994, Hamza et al. 2012, Martinez et al. 2012, Hamza et
al. 2013, Hamza et al. 2014, Salih et al. 2019). Bu kapsamda siirgiinler kullanilarak in
vitro ¢ogaltim amacl 1992 yilindan giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar giincelligini

koruyarak devam etmektedir.

Cankirt ili sinirlan igerisinde lokal endemik olarak yetisen H. germanicopolitanum,
genellikle Mayis ayinin son iki haftasi icerisinde tam ¢igeklenme donemine ulasarak
fizyolojik anlamda gelisimini tamamlamaktadir. Tam cicekli ve slirgiinlerinin taze
olarak kaldigr Mayis ve Temmuz aylar igerisinde in vitro ¢ogaltim amaci ile araziden
laboratuvar ortamina getirilen bitkilerin sterilizasyonu asamasinda enfeksiyon ile
karsilagilmistir. Bitkinin in vitro sartlarda gelisim gosterebilmesi i¢in enfeksiyon
sorunun asilmasi gerekmistir. Gozlemlerimizde enfeksiyonun, eksplant iizerindeki
yapraklarin besin ortamina temas edenlerde hemen gerceklestigi belirlenmistir. Aym
zamanda bu yapraklarin besin ortamina tam olarak temas etmedigi De Wit (Duchefa®)
tiiplerinde de enfeksiyonun olusma zamaninin birka¢ giin 6telendigi fark edilmistir.
Yani enfeksiyonun temel kaynagiin aslinda, eksplant iizerinde bulunan yapraklarin
tilysii yapist ve yaprak koltuklarinda yerlesmis olan fungustan kaynakli oldugu
anlagilmistir. Tipler igerisinde fungus hiflerinin olusumlar1 gdzlenmistir. Bu nedenle,
uygulanan sterilizasyon protokolii literatiir taramalar1 yapilarak modifiye edilmistir
(Sekil 3.3). Sterilizasyon probleminin giderilmesinin ardindan bitkiler MS, Gamborg’s
B5 ve NN temel besin ortamlarma 64 farkli kombinasyonda hazirlanan biiyiime

diizenleyici madde eklenmistir. Bu ortamlara agar ve gelrite ilave edilerek
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katilastirilmalar1 saglanmistir. Denemede tiim kombinasyonlar onar tekerriirlii olarak

hazirlanmistir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangi¢ asamasinda siirgiin uzunluklarina ait
“temel besin ortam1 x BDM kombinasyonu x katilastiric1” arasindaki interaksiyonun
etkisi (Cizelge 4.1) Gamborg’s B5 besin ortaminda KIN(0.5 mg/L) + IBA(0.5 mg/L)
BDM kombinasyonu bulunan ve gelrite ile katilastirilan ortamda en 1iyi siirgiin uzunlugu
elde edilmistir. Bununla birlikte yine ayni besin ortamima KIN(1 mg/L) + IBA(0.25
mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve gelrite ile katilastirilmis ortamda da siirgiin
uzunluklar istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur. Baslangi¢c asamasinda in vitro
cogaltim icin Gamborg’s B5 besin ortamindaki farkli BDM dozlarinda en basarili
sonuglar elde edilmistir. Gamborg’s B5’in potasyum ve amonyumca diger ortamlara
gore daha zengin olusu koklenmeyi ve siirglin olusumunu artirici etki gosterdigini
diisiinmekteyiz. Martinez et al. (2012), Hamza et al. (2013) ve Salih et al. (2019)’un
yaptiklar1 ¢aligmalar da sadece MS ve DKW besin ortamlarini kullanmiglardir.
Calismamizda ise ti¢ farkli besin ortami kullanarak H. germanicopolitanum’ un in vitro
cogaltimi icin BDM kombinasyonlariyla birlikte bir optimizasyon caligmasi ortaya

konulmustur.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda baglangi¢ asamasinda siirgiin sayilarinin “temel
besin ortami x BDM kombinasyonu x katilagtirici” arasindaki interaksiyonunda
(Cizelge 4.2), MS besin ortaminda BA(1 mg/L) + IBA(0.5 mg/L) BDM kombinasyonu
bulunan ve agar ile katilastirilan ortamda (stlirgiin sayist 19.5) ve N&N besin ortaminda
KIN (2 mg/L) + IBA (0 mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve gelrite ile katilastirilan
ortamda en 1yi siirgiin sayist (19.062) elde edilmistir. Bununla birlikte yine MS besin
ortamimin gelrite ile katilastinnldigt ve BA(0.5 mg/L) + NAA(O mg/L) BDM
kombinasyonu bulunan ortam (18.10) ile N&N besin ortaminin agar ile katilagtirildigi
KIN(2 mg/L) + IBA(0.25 mg/L) BDM eklenmis ortamda da siirgiin sayilar1 (18.0)
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur. Calismamizdan farkli besin ortami olarak
Martinez et al. (2012) H. marminorense 'de yaptiklar1 calismada WPM ortaminda 0.5
mg/L 2iP BDM iceren ortamda en 1yl siirgiin gelisimini gdézlemlemislerdir.

Calismamiza paralel olarak ise Hamza et al. (2013) Helianthemum lippii L. var

35



sessiliforium‘de yaptiklart ¢alismada 0.5 ve 1.0 mg/L BAP iceren MS ortaminda, Salih
et al. (2019) H. lippii L. var sessifolium’da yaptiklar1 calismada en yiiksek siirgiin
gelisimini yine ayni ortamda alt kiiltiire alinan BA’nin farkli dozlarinda (0.5-1.0-1.5-2.0
mg/L) meydana geldigini ifade etmislerdir.

H. germanicopolitanum eksplantlarinda baslangi¢c asamasinda en iyi kok sayist ve kok
uzunlugunun “temel besin ortami x BDM kombinasyonu x katilastiric1” arasindaki
interaksiyonunda (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4), N&N besin ortaminda BA(0O mg/L) +
NAA(1 mg/L) BDM kombinasyonu bulunan ve gelrite ile katilagtirilan ortamda en iyi
kok sayist (0.5) elde edilmis ve istatistiksel anlamda Onemli bulunmustur. H.
germanicopolitanum eksplantlarin da baslangic asamasinda kok uzunluklarinin “temel
besin ortami x katilagtirict” arasindaki interaksiyonunda, N&N besin ortaminda
katilastirict  olarak gelrite kullanilan ortamlarda istatistiksel anlamda Onemli
bulunmustur. Hamza et al. (2013) Helianthemum lippii L. var sessiliforium da yaptiklari
mikrocogaltim calismasinda en iyi kok gelisimi ve en yiiksek kdk uzunlugunu BDM
icermeyen MS ortaminda elde etmislerdir. Koklendirme ¢aligmalarinda Gamborg’s BS,
MS, N&N besin ortamina ilave edilen 0.5 mg/L IBA ve katilastirict olarak gelrite
kullanim1 H. germanicopolitanum’da koklendirme basarisi icin yeterli olacaktir.
Martinez et al. (2012) H. marminorense’ de yaptiklari ¢alismada, WPM ortaminda
BDM icermeyen ortamda en iyi kok sayisi ve kok gelisimini gozlemlemislerdir. Hamza
et al. (2015) de H. kahiricum ‘da 1 mg/l IBA iceren MS ortaminda gézlemlemislerdir
bunun yani sira ¢alismamiza paralel olarak 1 mg/L NAA kullanilarak hazirlanan MS

ortaminda da 6nemli derecede gelisim gozlemislerdir.

H. germanicopolitanum in vitro ¢ogaltiminda, alt kiiltiir asamasindan sonra alindiklar1
koklendirme ortamlarinda olusturduklari kok sayilart alinmis ve elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu asamada kullanilan IBA ve NAA’in
etkilerine, kullanilan doz miktarina, besin ortamina ve katilastiricilarin etkilerine
bakilmistir. Koklenmede besin ortamlarinin etkisinin yani sira kullanilan oksin grubu
BDM etkili olmustur. BDM’nin 0.5 mg/L dozu tiim denemelerde (Cizelge 4.6) olumlu
sonug verirken MS besin ortaminin gelrite ile katilastirildig1 ortamda (kok sayis1 30) ve

Gamborg’s B5 ortaminda da (Cizelge 4.7) kok sayis1 bakimindan yine en iyi sonuglari
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vermistir. Koklendirme g¢aligmalarinda Gamborg’s B5 (kok sayist 16.25) ve MS (kok
sayist 15) ortamlarina ilave edilen 0.5mg/L IBA ve katilastiric1 olarak gelrite kullanimi
H. germanicopolitanum’ da koklendirme basarisi i¢in basarili olmustur. Bunun yani sira
H. germanicopolitanum eksplantlarinda koklendirme asamasinda siirgiin uzunluklarmin
“temel besin ortam1 x katilastirict” arasindaki interaksiyonunda (Cizelge 4.9),
Gamborg’s B5 besin ortaminda katilastirict olarak agar kullanilan ortamlarda (siirglin
uzunlugu 29.842) istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur. Siirgiin sayis1 bakimindan
oldukca ¢ok sayida kardeslenen eksplantlar yogun ve klonal bir iiretim i¢in oldukca

basarili goziikmektedir.

Aklimitizasyon asamasinda siirglin ve kok gelisimini tamamlayan bitkilere dis kosullara
alistirma uygulamas1 yapilmistir. Fizyolojik olarak diizgiin gelisim gosteren bitkilerden

%32’si basaril1 bir sekilde aklimitize edilmistir.

Sonug olarak TUBITAK tarafindan hazirlanan Ulusal Bilim ve Teknoloji Politikalar:
2003-2023 Strateji Belgesinde de (Anonim 2011), siirdiiriilebilir kalkinma hedefi
dogrultusunda, “Gen kaynaklarinin karakterizasyonu, muhafazast ve biyolojik
cesitliligin korunmasina yonelik teknolojiler gelistirebilmek” hedefi belirtilmistir. Bu
caligmada, tibbi ve aromatik 6zelliklerinin yani sira [UCN tarafindan yok olma tehlikesi
altindaki (endangered, EN) bitkiler listesinde bulunan ve lokal endemik olan
Helianthemum germanicopolitanum Bornm. bitkisinin in vitro ¢ogaltimi agisindan ilk
ve tektir. Baslangic asamasinda kullanilan {i¢ farkli besin ortami, 64 farkli BDM
kombinasyonu ve iki farkli katilastiricinin denenmesi agisindan oldukg¢a kapsamli bir
optimizasyon ¢alismasidir. Bu konu ileride ¢alisilacak olan H. germanicopolitanum ve
diger endemik bitkilerin in vitro ¢ogaltimi ve rejenerasyonu konusundaki arastirmalarda

onemli bir 6n kaynak olarak kullanilabilecektir.
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