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OZET

KARALAHANA (Brassica oleracea var. acephala)>NIN FARKILI
EKSPLANT KAYNAKLARI KULLANILARAK iN VITRO UYUM
YETENEKLERININ BELIRLENMESI

izel ARAS
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢.Dr Hiiseyin UYSAL
Nisan 2025; 60 sayfa

In vitro mikro g¢ogaltimdaki temel amag, uygun kosullar saglanarak bitki
hiicrelerinin besin ortaminda genetik Ozelliklerinin korunarak c¢ogaltilmasidir. Bu
caligmada, farkli Karalahana (Brassica oleracea var. acephala) genotiplerinin in vitro
uyum yeteneklerini, en uygun eksplant kaynagini ve IAA (Indole-3-Acetic Acid) ve BAP
(6-Benzyleamino purin) konsantrasyonlarmi tespit etmek amaciyla gergeklestirilmistir.

Arastirmada Arhavi, Yusufeli ve Rize’den temin edilen toplamda ti¢ farkli genotip
kullanilmistir. Eksplant kaynagi olarak Karalahana bitkisinin kok, sap, kotiledon ve
stirglin ucu eksplantlar1 kullanilmistir. Arastirmada besi ortami olarak kontrol MS besi
ortami (yalin) ve bu ortama ilave edilen BAP (0.5 ve 1.0 mg/lt), [AA (0.5 ve 1.0 mg/lt)
ve BAP+IAA (1.0+0.5 mg/It ve 1.0+0.1 mg/It) hormon konsantrasyonlarindan olusan 7
farkli besi ortami kullanilmistir.

Aragtirma sonucunda besi ortamlarina gore genel bir degerlendirme yapildiginda,
Rize genotipi i¢in en yiiksek rejenerasyon 1.0 mg/lt IAA hormon igeren besi ortamindan
%126.4 oraninda, en diisiik rejenerasyon ise %32 oraninda 0.5 mg/lt BAP hormonunu
iceren besi ortamindan elde edilmistir. Yusufeli genotipinde ise en yiiksek rejenerasyon
%92 oraninda yalin besi ortaminda, en diisiik ise 1.0 mg/lt BAP+1.0 mg/lt [AA
hormonlarinin dengede oldugu besi ortaminda %28.8 oraninda gézlemlenmistir. Arhavi
genotipinde ise en iyi rejenerasyon 0.5 mg/lt IAA hormon igeren besi ortamda %107
oraninda en diislik ise 0.5 mg/llt BAP igeren besi ortaminda %57 oraninda
gbzlemlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Doku kiiltiirii, Hormon, /n vitro rejenerasyon, Karalahana.
JURI: Dog. Dr. Hiiseyin UYSAL

Prof. Dr. Faik KANTAR
Dr. Ogr. Uyesi Emine YURTERI



ABSTRACT

DETERMINATION OF IN VITRO ADAPTATIONABILITIES OF KALE
(Brassica oleracea var. acephala) USING DIFFERENT EXPLANT SOURCES

Izel ARAS
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Do¢. Dr. Hiiseyin UYSAL
April 2025; 60 pages

The main purpose of in vitro micropropagation is to propagate plant cells in
nutrient medium by providing suitable conditions and preserving their genetic properties.
In this study, in vitro compatibility abilities of different Kale (Brassica oleracea var.
acephala) genotypes in explant sources and the most suitable explant source were carried
out with IAA (Indole-3-Acetic Acid) and BAP (6-Benzyleamino purin) concentrations.

A total of three different genotypes obtained from Arhavi, Yusufeli and Rize were
used in the research. Root, stem, cotyledon and shoot tip explants of Kale plant were used
as explant sources. In the research, 7 different culture media consisting of control MS
medium and BAP (0.5 and 1.0 mg/L), IAA (0.5 and 1.0 mg/L) and BAP+IAA (1.0+0.5
mg/L and 1.0+0.1 mg/L) hormone concentrations added to this medium were used.

As aresult of the research, a general evaluation was made according to the culture
media, for the Rize genotype the highest regeneration was 126.4% from the culture
medium containing 1.0 mg/lt IAA hormone, and the lowest regeneration was 32% from
the culture medium containing 0.5 mg/It BAP hormone. In the Yusufeli genotype, the
highest regeneration was 92% in the culture medium alone, and the lowest was 28.8% in
the culture medium where 1.0 mg/lt BAP + 1.0 mg/It IAA hormones were in balance. In
the Arhavi genotype, the best regeneration was 107% in the culture medium containing
0.5 mg/It IAA hormone, and the lowest was 57% in the culture medium containing 0.5
mg/It BAP.

KEYWORDS: Hormone, In vitro regeneration, Kale, Tissue culture.

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin UYSAL
Prof. Dr. Faik KANTAR

Asst. Prof. Dr. Emine YURTERI
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ONSOZ

Yiiksek lisans tez calismam siiresince kendisi uzakta da olsa her
asamada bilgileriyle beni aydinlatan, yonlendiren, c¢alismada kullanilan
laboratuvar malzemelerinin temini konusunda yardimci olan ve sonuglarimin
degerlendirilme agamasinda degerli katkilarin1 esirgemeyen danisman hocam
sayim Dogc. Dr. Hiiseyin UYSAL’a, yine bilgilerilerini benden esirgemeyen, her
asamada bana yol gosteren, laboratuvar ¢alismalarimi yiiriitebilmemi miimkiin
kilan ikinci danisman hocam sayim Prof. Dr. Fatih SEYIS’e tesekkiir ederim.
Her iki degerli hocama da anlayis, sabir ve destekleri i¢in ayrica sonsuz saygi,
minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ars. Gor. Haydar KUPLEMEZ’e de dostca destegi ve doku kiiltiirii
alaninda yol gosterici, 6gretici oldugu i¢in tesekkiir ederim. Ayrica istatistiksel
degerlendirmedeki desteklerinden dolay1 Dog. Dr. Mehmet TEKIN ve Dog. Dr.
Samet ABACI’ya tesekkiir ederim.

Tez calismam siiresince bana yol gosteren bilgi ve tecriibelerini her
zaman paylasan lisans 6grenimimden bu yana her konuda yanimda olan canim
arkadasim Kiibra ERKOC’a ve c¢alismam boyunca ayni laboratuvari
paylastigim bilgi ve destegini benden hi¢ esirgemeyen sevgili arkadagim
Stimeyye Beyza BUCAN’a tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Hayatimin temel taslar1 olan sevgili annem, babam ve kardesim, her
zaman kosulsuz sevgi, anlayis, maddi ve manevi destekleriyle yanimda oldular
ve bana hep gilivendiler. Hayatima kattiklar1 degerler i¢in sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Her zaman yanimda olan ve bana inanan, aldigim kararlar
dogrultusunda benden hicbir destegi esirgemeyen canim esim Mustafa Berkan
ARAS’a yogun gecen calisma gilinlerimde de gosterdigi sabir i¢in ayrica
tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum Karalahana (Brassica oleracea var.
acephala)’nmin farkli eksplant kaynaklar1 kullanilarak in vitro uyum yeteneklerinin
belirlenmesi adli bu caligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak
yazildigim1 belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.
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GIRiS i. ARAS

1. GIRIS

Tiiketiciler gidalarin, aglik giderme ve besin ihtiyacini saglamak acisindan temel
islevleri yerine getirmesinin yaninda beslenme ile iliskilendirilebilecek, hastaliklarin
engellenmesi ve fiziki ya da =zihinsel olarak insan saghgmna direk katkida
bulunabilecegine inanmaktadir. insan viicuduna genel fayda saglayan, bazi1 hastaliklarin
riskini azaltip bazilarinin da tedavisinde kullanilan, bilimsel olarak kanitlanmis gidalar
‘fonksiyonel gida’ olarak adlandirilmaktadir ve ilk defa otuz sene dnce kullanilan bu
kelime ilk kez Japonya ve diinya ¢apinda onaylanmustir.

Fonksiyonel gidalar gitgide yaslanmakta olan diinya niifusunun saglik
maliyetlerini diislirebilmenin yaninda ticari agidan da fayda saglayabilecektir (Sir6 vd.,
2008; Samec vd., 2019). “Siiper gida” genel olarak diinya niifusunda ‘gida’ kelimesi
yerine sik olarak kullanilan bir terimdir. ‘En saglikli gidalar’ veya ‘Siiper gidalar’
listesinde bulunan sebzelerden biri ise ‘Lahana’dir (Samec vd., 2019). Anavatan1 Kuzey
Avrupa tlkeleri ve Baltik Denizi kiyilart olarak kabul edilen lahananin denize yakin ve
rutubetli olan tiim Avrupa kiyilarinda genis bir yayilim alanm1 vardir (Deveci & Tugcu,
2017). Brassica (Lahana)cinsindeki diploid tiir olan Brassica oleracea L.
(Brassicaceae); karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi, karalahana gibi diinya ¢apinda da
yaygin sekilde yetistirilen sebze mahsullerini igermektedir (Golicz vd., 2016).
Cesitlerinden Ozellikle Karalahana (B.oleracea var. acephala ) yapragi, diger sebzelere
nazaran ¢ok daha iyi besin degerlerine sahip oldugu bilinmektedir (Dagnaw vd., 2023).
Ayrica bu cinslerin aksine bas olusturmayan yapraklarla karakterize edilir (Major vd.,
2020). Sekil 1.1°de Karalahana bitkisinin genel goriintiisii yer almaktadir.

Sekil 1.1. Karalahana bitkisinin genel goriintiisii

Karalahana (B.oleracea var. acephala); Avrupa, Asya ve Amerika’da 6nemli bir
konuma sahiptir (Gongalves vd., 2012). Bunun sebebi ise sagliktan insan gidasina, siis
bitkisinden hayvan yemine kadar birgok alanda kullanilmasidir (Gongalves vd., 2012;
Kuerban vd., 2017; Pipan vd., 2024; Thavarajah vd., 2016). Karalahana (Brassica
oleracea L. var. acephala), soguk iklim seven bir sebzedir. Uretimi, Karadeniz ve
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Marmara Bolgesi’'nde toplam tretimin  %91’lik kismimi karsilamaktadir (Benli &
Tiirkkan, 2020; TUIK, 2019). Ulkemizdeki lahana grubu sebze iiretimlerinin toplam
miktar1 549.257 ton olup orami %4.66 olarak belirlenmistir. Karalahana giincel TUIK
verisi ise Tiirkiye bazinda 719 ton ve oram %30.40’tir (Kasim, 2023). TUIK verilerine
gore Brassica cinsi sebzelerin 2020 yilindan itibaren liretim miktarlar1 Cizelge 1.1°de
verilmigtir.

Cizelge 1.1. Ulkemizde Brassica cinsi sebzelerin 2020 yilindan itibaren iiretim miktarlar:

Ton Karalahana Beyaz Kirmzi Briiksel Karnabahar Briiksel
cinsinden lahana lahana lahana lahanasi
2020 56.100 594.143 198.516 2.889 216.334 95.057
2021 59.043 597.910 200.472 2.698 234.717 104.614
2022 56.791 666.959 238.363 2.183 239.857 106.792
2023 55.101 695.472 253.329 2.209 251.484 116.082

Silvertis Dilingen’e (1956) gore Brassica oleracea L. var. ‘yabani lahana’ olarak
kabul edilmektedir. Dilingen, bu yabani formu kabul etmeden 6nceki siirecte ‘yaprak
lahana’ seklinde adlandirilan Brassica oleracea L. var. acephala’nin ortaya ¢iktigini ve
bu yaprak lahanadan da dort alt varyetenin gelistigini belirtmistir. Cigek, yaprak ve govde
degisimi sonucu 3 degisik grup belirlenmistir. Brokoli ve karnabaharin olusmasi; Cicek
sap1 ve ¢icek degisimi ile Briiksel lahanasi olusumu; Biiylimenin kisitlanmasi ve tepe-yan
tomurcuk degisimi ile Alabas olusumu ise govde degisimi ile meydana geldigi ileri
stiriilmektedir (Anonim 1:, 2008; Deveci & Tugcu, 2017).

MO 2000’1i yillardan itibaren Brassica oleracea L. var. acephala’nm gida iiriinii
olarak kullanildig1 diisiiniilmektedir. MO 350’de Theophrastus, bu sebzenin sovyed bir
formunu tanimlamistir ve ¢aglar boyunca da bu sebze diinyanin birgok yerine tanitilmigtir
(Nieuwhof, 1969). Yapraklarinin taze kisimlar1 insanlarin tiiketmesi i¢in uygundur. Halk
arasinda "laz lahanas1" ve "azman lahanasi" seklinde yerel bir isme sahiptir (Balkaya &
Yanmaz, 2005).

Karalahana (Brassica oleracea L. var. acephala), vitamin ve mineral agisindan
cok zengindir. Yapraklarinda bulunan yesil klorofil pigmentlerinde B-karoten bulunur
fakat koyu yaprakli olanlar1 daha fazla icermektedir. Askorbik asit (C vitamini) ve
kalsiyum da igermektedir. K vitamini acisindan zengin olup az miktarlarda da B ve A
vitaminlerini icerir. Igerisinde ¢ok az miktarda yag ve sodyum da yer almaktadir (Alibas,
2009). Bu yiizden diyet besin olarak da oldukca revagtadir. insanlarin giinliik besin
miktarinin énemli bir kismini zengin besin igerigi ile karsilayabilmektedir (Giindogdu,
2005). Antioksidan ve fitokimyasal 6zellige de sahip olmasi sebebi ile Karalahana, kalp
hastalig1 ve cesitli kanser tiirlerinin riskini de azaltmaktadir (Alibas & Okursoy, 2012).
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Karalahananin botanik siniflandirilmasi ise su sekildedir;

Alem Plantae (Bitkiler)

Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Takim Brassicales

Siif Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)

Familya Brassicaceae (Turpgiller)

Cins Brassica

Tiir B. oleracea

Kiiltiir Grubu Brassica oleracea L. var. acephala (Safak, 2011)

Tiirkiye’de farkli bolgelerin farkli iklimsel kosullari icermesi nedeni ile biitiin
iklimlerin bir arada goriilmesi gibi karmasik bir iklim yapist vardir ve bu durum
beraberinde kiiresel 1sinmayla birlikte iklimin degisikliginden en fazla etkilenecek
iilkelerin basinda gelmesine sebep olmaktadir. Ug tarafi denizlerle cevrili iilkemizin
engebeli bir topografyast olmasi sebebi ile farkli bolgeler iklim degisikliginden farkl
boyutta etkilenmektedir. Ornegin, Giiney Dogu ve I¢ Anadolu gibi kurak veya yar1 kurak
bolgeler, Ege veya Akdeniz gibi yar1 nemli bolgeler sicaklik artisindan daha fazla
etkilenmektedirler. Boylelikle su kaynagi bakimindan oOnemli sorunlar meydana
gelmektedir ( Oztiirk, 2002; Deveci & Tugcu, 2017).

Brassica oleracea var. acephala'min ise diisiik sicakliklara kars1 direngli oldugu
bilinmektedir (Ljubej vd., 2021). Soguk stresine direncli olsa da Karalahana, her bitki
gibi biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmaktadir. Bu sebepten dolay1 daha dayanikli
ve verimli gesitlerin gelistirilmesi lahana tarimi a¢isindan 6nem arz etmektedir. Bu amaca
yonelik olarak bu ¢alismada Karalahana popiilasyonlarinda mikrogogaltim ve somaklonal
varyasyon olusturmada kullanilabilecek doku kiiltiirii tekniklerinin gelistirilmesi
amaclanmistir. Doku Kiiltiirii; son zamanlarda tarim ve endiistride genis bir uygulama
alani olan ve bitki ile ilgili sorunlarin ¢6ziim merkezi haline gelmis bir teknik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Temel olarak bu teknik, ¢ok sayida farklilagmig hiicreleri
yetistirerek yeni bitki meydana getirme sistemidir (Welsh, 1981). Yani bitki
eksplantlarinin kiiclik parcalar haline getirilerek steril sekilde gida ortamlarinda kiiltiire
alma islemi olarak bilinmektedir (Tiirke¢ & Turan, 1992). Bu yontem, 1902 yilinda
Alman Bilimler Akademisi’nden botanik¢i Gottlieb Haberlandt tarafindan tek hiicre
kiiltlirii iizerine yapmis oldugu izlemler sonucunda, bitkilerin iyilestirilmesi amaci ile
genetik degiskenliklerin olusturulmasiyla ortaya cikmistir. Mikrogogaltma teknigi
genellikle bitki hiicrelerinin, dokularinin, organlarinin ve bunlarin bilesenlerinin de in
vitro olarak steril sartlarda kiiltlire alinmas1 ve bunlardan yeni bitkilerin elde edilmesini
kapsayan {iiretim sistemidir. Bu teknik sayesinde geng, hastaliksiz, meristematik bitki
pargalar1 eksplant seklinde kiigiik parcalara ayrilabilmektedir ve daha sonra biitiin bitki
haline getirilebilmektedir. Bitki hiicrelerinin totipotent ve rejeneratif 6zelliginin olmasi
sebebi ile bu yontem kullanilabilmektedir. Bitki hiicresinin biitiin kopyasi, tim bitkiyi
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temsil edecek genetik bilgi ve hiicresel mekanizmaya sahiptir (Karakas, 2023). Doku
kiiltiirti kullanimindaki avantajlar;

- Hizli bir yayilim ve ¢ogaltima imkan sunar

- Kontrollii ¢evre kosullarinda gergeklestirildigi i¢in yil boyunca c¢aligsma/iiretim
yapilabilir,

- Bu teknik sayesinde klonlar istenilen sekilde tanimlanip iiretilebilir,

- Sekonder metabolitlerin tretimi gerceklestirilebilir ve fiiretilen sekonder
metabolitler liretim agamasinda standardize edilebilir,

- Haploid bitkiler iiretilebilir ve kromozom katlamasi ile %100 homozigot bitkilere
cok daha kisa siirede ulasilabilir,

- Doku kiiltiirti teknikleri kullanilarak transgenik bitkiler elde edilebilir,

- Tehdit altindaki bitkilerin korunmasinda in vitro tekniklerden yararlanilarak etkin
bir koruma saglanabilir (Bhojwani & Razdan, 1986).

Aslinda doku kiiltiirii ortaminda gerceklestirilen klonal cogaltimda genetik olarak
tek tip bitkilerin olusmasi beklenir ancak kullanilan eksplant kaynagina, kimyasallara, alt
kiiltiir sayisina, vb. faktorlere bagli olarak c¢esitli varyasyonlarin ortaya ¢ikmasi séz
konusu olabilmektedir (Bairu vd., 2011). Hedef varyasyon olusturmak degilse de kiiltiir
esnasinda karsilasilan varyasyonlarin elde edilmesi, beklenilmeyen ve istenilmeyen bir
sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Karp, 1994). Ancak bu olumsuz sonuglarin aksine,
genetik yapinin iyilestirilmesindeki fayda da yeni varyantlarin meydana gelmesine
baglidir (Dinger vd., 2016).

Bitkiyi biiylimesi i¢in tesvik eden, onu diizenleyen, doku kiiltiirii ¢alismasinda
kullanilan bazi bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) mevcuttur. Bitkilerin olusturmus
olduklar1 ya da bitkiye disardan da ¢ok az miktarda verilebilen bitkinin biiyiimesindeki
diizeni saglayan maddeler, bitkilerdeki fizyolojik olaylar1 olumlu ya da olumsuz sekilde
etkileyebilir. Bu maddeler hem bu olusturmus olduklari1 dokulara hem de diger bitki
kisimlarina taginabilen organik maddelerdir. Bitkilerin biiylimesini, geligmesini
diizenleyen bu maddeler hormonlar olarak adlandirilmaktadir. Bitkilerin biiyiimesinde
etkili hormonlar sunlardir; Oksin, Sitokinin, Absisik Asit (ABA) , Giberellin, Tuberonik
Asit, Indol-Butirik Asit (IBA), Etilen Tirevleri, Naftalen Asetik Asit (NAA),
Brassionosteroidler, Salisilatlar. Bu hormonlar, bitkilerin dogal olarak barindirdigi ve
konsantrasyonlarinin ¢ok az oldugu, biiyiime diizeninin saglanmasinda gorev alan
organik bilesiklerdir (Kumlay & Eryigit, 2011). Bitki biiyiime diizenleyicileri ise bundan
farkli olarak hem bu hormonlar1 hem de sentetik kimyasallar1 kapsayan, bitkilerin
biiyiimesini ve gelismesini de kontrol eden bilesiklerdir. ikisi arasindaki asil fark ise
hormonlar bitkiler tarafindan dogal sekilde iiretilir, bitki biiyiime diizenleyicileri ise
hormonlar1 da sentetik kimyasallar1 da igine almaktadir (Davies, 1995).

Bu caligmada bitki biiyiime diizenleyicisi olarak ‘Oksin ve Sitokinin’ grubu
hormonlardan IAA (Indole-3-asetik asit) ve BAP (6-Benzyl amino piirin) hormonlarinin
etkisi arastirilmistir. Bu hormonlarin tarimda kullanim amaglarimi su sekilde
siralayabiliriz;

- Tohumlarin ¢imlenme giiciinii arttirirlar,
- Soguga direnci artirirlar,
- Bitkilerin hastaliklara ve zararlilara kars1 dayanikliligini artirirlar,
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- Doku kiiltiiriinde ise kok, yumru ve siirgiin olusumuna katk1 saglarlar (Budak vd.,
1994; Kaynak & Ersoy, 1997; Kumlay & Eryigit, 2011).

1.1. OKksin

Bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) arasindaki Oksin, tarimda kullanilan en eski
hormonlardandir (Halloran & Kasim, 2002; Kumlay & Eryigit, 2011). Oksin
kullanimindaki asil amag, dokularin gelismesi, hiicre boyutunun uzamasi, kok
olusumunun saglanmasi, hiicrenin genislemesi ve bu sayede biiylimesini saglamaktir.
Indol-3-asetik asit (IAA) ise en ¢ok yaygin kullanilan oksin formudur (Grunewald vd.,
2009; Kumlay & Eryigit, 2011). IAA dogal olarak bulunan tek oksin formu olarak
bilinmektedir. Genellikle bitkilerde tepeden asagi dogru inerler. Tepe tomurcuklarinda ve
yapraklarda ortaya ¢ikmaktadirlar. Genellikle bitkilerin yaprak ucu, kdk ucu, tomurcugu
ve koleoptil ucunda yani bitkilerin biiylidiigli u¢ kisimlarda goriilmektedir. Oksinler 1518a
oldukca duyarlidirlar ve etkin dis1 birakilmalar1 sonucu hiicre biiyiimesinde yavaglamalar
meydana gelir ve bitkiler tek tarafli 1siklandirildig1 i¢in 15182 dogru yonelme olarak
adlandirilan ‘fototropizm’ meydana gelmektedir. En yaygin bulunan oksin formlari
sunlardir; Indol biitirik asit (IBA), naftalen asetik asit (NAA), naftoksi asetik asit
(NOAA), fenoksi asetik asit (FOAA), 2,4-D, fenil asetik asit (FAA), parakloro fenoksi
asetik asit (4-CPA) ve 2,4,5-triklorofenoksi asetik asit (2,4,5-T)’lerdir (Kumlay &
Eryigit, 2011).

1.2. Sitokinin

Sitokininler diger hormonlardan farkli olarak bitkilerde gorildiigi gibi
hayvanlarda da bulunan ve kinin yapisinda olan organik maddelerdir. Bitkilerde 6zellikle
hiicre boliinmeleri esnasinda ortaya ¢ikmaktadirlar. Sitokninler, yapraklarda olusan
niikleaz ve proteaz olusumunu engelleyerek protein yikimini Onlerler ve bu sayede
yaslanmay1 geciktirdikleri diisiiniilmektedir. Pratik olarak uygulanmasi oksin kadar
yaygin olmasa da doku kiiltiirii ve bitki 1slah1 ¢aligmalarinda kullanilirlar. Oksin ve
sitokinin doku kiiltiirii c¢alismalarinda besin ortamlarina ilave edilen en Onemli iki
bilesiktir. Sitokininin oksinden farki ise, oksin kok olusumunu tesvik ederken sitokinin
ise slirgiin olusumunu destekler. Oksin ve sitokinin iliskisine bagli kdk ve siirgiin
olusumu kontrol edilebilir. Sitokinin kullanim amaglarindan bir digeri ise klorofil kaybini
geciktirmede rol oynar (Kumlay & Eryigit, 2011). Giliniimiize kadar yapilan ¢aligmalar
incelendiginde Karalahana’ya ait gelistirilmis etkin bir rejenerasyon protokoli
bulunmamaktadir. Doku kiiltiirii ¢caligmalarinda bitkiye 6zgii etkin bir rejenerasyon
protokoliiniin gelistirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu yoniiyle bu calisma son
derece 6zglin bir ¢alismadir ve ¢calismamizda, doku kiiltiirli teknigi ile Karalahana’nin
kok, govde, kotiledon ve siirgiin ucu olmak tizere 4 farkli eksplant kullanilarak klonal
cogaltim yapilarak doku kiiltiirii yatkinliklar1 belirlenmistir (Dinger vd., 2016; Kaym &
Turan, 2023).

Ayrica ¢aligmada;
- Karalahanada in vitro rejenerasyon iizerine genotipin etkisi,

- Hangi eksplant kaynaginin in vitro rejenerasyon iizerine ne oranda basar1 ortaya
koydugu,
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- Karalahanada in vitro rejenerasyon tizerine farkli hormonlarin etkisinin varlig1 gibi
sorularin cevabi aranmustir.

Karalahanaya 6zel olarak gelistirilmis etkin bir rejenerasyon protokolii olmamasi
sebebi ile bu caligmada elde edilen sonuglarin bilimsel makale olarak yayinlanmasi

sonucu Karalahanada etkin sekilde olusan rejenerasyon protokolii bilim diinyasina 1s1k
tutacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2. 1. Genel Bilgiler

Lahana; Akdeniz cevresi lilkelerinde yillik, iki yillik ve ¢ok yillik olarak yetisen,
sar1 veya beyaz ¢igekleri olan bir kis sebzesidir. Uretimine yaklasik 2000 yil énce
baslanmistir (Balkaya & Yanmaz, 2005). Asir1 sicaklik veya kuraklik lahananin gébek
baglanmasini zorlagtirarak yapraklarini da sertlestirir. Bu yiizden soguk, yagis alan,
rutubetli ve sisli iklim sevmektedir. Genel olarak killi, serin, dip ve kuvvetli toprak ister
ve azotlu giibreye ihtiya¢ duymaktadir. Kisin dayanikli olmasi, daha kolay gobek
baglanmasi ve tadinin 06zglin olmast agisindan ¢ok fazla potasyuma ihtiyag
duymaktadirlar. Bir¢ok Avrupa iilkesinde yaygin olarak yetistirilir (Anonim 2, 2004;
Giindogdu, 2005). Kis mevsimine olduk¢a dayaniklidirlar (Kandemir vd., 2023). Bu
sebzenin kalori degeri oldukca diisiiktiir bu sebepten dolay1 diyet besini olarak yaygin
sekilde tercih edilmektedir. Farkli tiirleri bulunan lahana sebzesinin besin degeri yiiksek
olan Ca, Mg, P, K ve Fe gibi elementleri i¢erdigi i¢in ¢ok fazla tiiketilir (Farnham, 2000;
Giindogdu, 2005; Pennington, 1994). Lahana ¢esitlerinden 6zellikle Karalahana’nin besin
element icerigi acisindan oldukga iyi bir kaynak oldugu bilinmektedir. Ca alim1 agisindan
da stitten daha fazla oldugu bilinmektedir ( Heaney & Weaver, 1990; Glindogdu, 2005).

Lahananin faydalari, B-karoten agisindan zengin olan lahana yiiksek fosfat da
icermesinden dolay1 hamile kadinlar i¢in faydali bir besin kaynagidir. Bunun yaninda
anemi hastalar i¢in demirle beraber A, B1, B2, B12, C ve E vitamin igerigi de oldukca
yiiksektir. Yalnizca lahana ¢esitlerinde bulunan ‘U’ vitamini mide ve bagirsaklardaki
yaralarin iyilesmesine yardimda bulunur. Lahana tohumlarindan ise kolza (kanola) yagi
elde edilmektedir.

2.1.1. Lahana Tiirleri
Lahana tiirlerini su sekilde siralayabiliriz;

2.1.1.1. Kelle (bas) lahana: En c¢ok yetistirilen gesittir ve 1 bas yaklasik 2-6 kg
agirhigindadir (Anonim 2, 2004; Giindogdu, 2005).

2.1.1.2. Kantar lahana (Top lahana): Yaklasik 15-30 kg agirliginda gelen Top lahana,
Orta, Gliney ve Gilineydogu Anadolu’nun bazi yerlerinde yetistirilmektedir (Anonim 2,
2004; Giindogdu, 2005).

2.1.1.3. Briiksel lahanas1 (Brassica oleracea var. gemmifera): Uzun govdesinin
dibinde, findik veya ceviz biiyiikligiinde gobek baglamis yumrular seklinde ifade
edilmektedir (Anonim 2, 2004; Giindogdu, 2005).

2.1.1.4. Karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis): Lahananin yapraklarindan
faydalanildig1 gibi Karnabaharinda ¢igeklerinde faydalanilmaktadir (Anonim 2, 2004;
Giindogdu, 2005).

2.1.1.5. Kirmizilahana (Mor lahana, Brassica oleracea var. capitata): Normalde rengi
mor/kirmizi olan bu lahana tiirii pisirilince rengi maviye donmektedir. Rengi korunmak
istenirse eger sirke veya asitli bir meyve ile birlestirilmelidir (Onal, 2012).
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2.1.1.6. Brokoli (Brassica oleracea var. italica): Yiksek derecede E, A ve C
vitaminlerini igerdigi bilinen brokoli sebzesi, antioksidan Ozellikte tasimaktadir
(Sarikamis, 2011).

2.1.1.7. Karalahana (Brassica oleracea var. acephala): Gobek baglamayan, yapraklar
lezzetli ve genellikle Karadeniz sahilinde yaygin olarak yetistirilen bir cinstir (Anonim 2,
2004; Giindogdu, 2005).

Bu lahana cinsleri igerisinde caligmada kullanilacak lahana varyetesi
Karalahana’dir.

Karalahana (Brassica oleracea var. acephala), yiizyillardir yetistirilen ve birden
fazla klasik yemekte kullanilan bu bitki Amerika’da 2010 yilindan sonra 6énemli hale
gelmistir. Karalahana hem Tiirkiye’de hem de diger iilkelerde en c¢ok tiiketilen
sebzelerden biridir. Bu bitki, Avrupa’nin giineybati1 kesimlerinde eski ¢aglardan beri
yetisen yabani lahanadan (Brassica oleracea) kendi kendine tliremistir (Balkaya vd.,
2003; Yildiz, 2015). Diger Brassica tiirlerinde gévde, tomurcuk ve ¢i¢ceklenme kismindan
faydalanilirken Karalahana, ABD’deki hem organik hem de geleneksel yetistirme
sistemlerinden yapraklari igin faydalamlmaktadir (Reda vd., 2021). iklim degisikligine
toleranslt oldugu i¢in ¢iftgiler arasinda da popiiler bir sebzedir. Brassica cinsi sebzeler,
yillardir bilimsel olarak ilgi altindadir c¢ilinkii bazi kanser tiirlerine ve kronik
rahatsizliklara iyi geldigi kanitlanmistir (Samec vd., 2018).

Karalahana genel olarak ‘Borecole’ seklinde adlandirilmaktadir. Ik baslarda
Yunan ve Romalilar’in tiim lahana ve lahana benzeri sebzelere kullandiklar1 iskog
kelimesi olan ‘coles’ veya ‘caulis’ seklinde bir terim gelistirdikleri bilinmektedir. Bu
terimler Almancada ‘kohl’ kelimesi ile ayn1 kokene sahiptir. Ingilizcede ise ‘cole’
kelimesi tiim yetistirilen B. olearacea cesitlerini ifade etmektedir. Karalahana bir¢ok
farkl1 toprakta yetisebilmektedir fakat iiretimi i¢in en ideal toprak notr (pH 6-6.5) derin,
su ve hava agisindan uygun topraklardan saglanabilmektedir (Samec vd., 2018).

Ekonomik olarak diinyada en énemli 10 bitki ailesinden biri olan Brassicaceae
familyas1 tliyelerinin ¢ogu diinya genelinde dagilim gosteren Kuzey iliman kusakta
bulunan 380 cins ve 3700 tiir ile belirlenen en biiylik Angiosperm ailelerinden biridir
(Warwick, 1994; de Freitas-Silva vd., 2016; Comlekcioglu & Kutlu, 2018). Tiirkiye’de
ise Brassicacea (Cruciferae) familyasindan 85 cins ve yaklastk 567 takson
bulunmaktadir. igeriginde bulunan viicut icin de oldukga faydali olan biyoaktif maddeler
(vitaminler, fenolikler, mineraller), igerik ve bilesim bakimindan g¢evresel kosullara,
tiirlere ve yapilan bakima gore degismektedir (Hagen vd., 2009; Ferioli vd., 2013;
Comlekgioglu & Kutlu, 2018). Karalahana Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yaygin sekilde
yetistirilen ve yapraklar1 geleneksel yemeklerin yapiminda kullanilan bir bitkidir. Diger
yandan B. oleracea L.’nin kolza tohumunun diploid ebeveynlerinden biri oldugu
bilinmektedir. Brassica oleracea gurubu bir¢cok capraz uyumlu 10 tiir ve 3 alt tiir
icermektedir (Von Bothmer vd., 1995; Seyis vd., 2014). Kromozom sayisi evrimsel
olarak 2n=18 olarak belirlenmistir. Karalahananin en yumusak kismini ¢iftgiler genellikle
ciftlik hayvanlarina yem olarak vermektedir (Seyis vd., 2014). Karalahana tiirlindeki
bitkiler i¢in genellikle tohumdan iiretim yapilmaktadir ve {iretim zamani yaz sonu veya
sonbahar basinda ekim gergeklestirilir (Samec vd., 2018).
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2.1.2. Karalahana eksplantlarinin 6zellikleri;
2.1.2.1. Kok

Karalahana kazik kokli etli, kalin ve koniktir. Cevresinde ¢okg¢a sacak kok
bulunmaktadir. Sagak kokler yeterince biiyiiyiince kazik kok biiytimesi durur. Kazik kok
kirillacag igin, fide ile yapilan yetistirmede fazla derine gidemez. Kdoklerin ylizde 60’1
topragin 20 ila 40 cm derinlinde bulunmaktadir. %20’ye yakin1 100 ila 120 cm ve %5’1
120 cm’den daha derine gidebilir. Lahanalarda kok olusumu oldukga kolaydir. Govde
kismu1 toprakla birlestiginde yan kokler ortaya ¢cikmaktadir (Oraman, 1970; Yildiz, 2015)

2.1.2.2. Govde

Tiirlin 6zelligine gore lahana cinslerinde yapraklar gévdeye uzun veya kisa
saplarla baglanmaktadir. Yaslanmig yapraklar, alt kisimdan kopmaya baslayip
dokiildiiglinde govde iizerinde iz birakmaktadirlar. Lahana cesitlerinin govdesi genel
olarak kalin ve kuvvetli bir yapiya sahiptir. Eskiden otsu yapida olan gdvdenin
baslangicta gelisme doneminde gdvde dokularinda bitki biiylime ucundan asagiya dogru
kalinlasma baglamaktadir. Lahanalarda govde kalinligi ortalama olarak 5 ila 10 cm,
govde uzunlugu ise 30 ila 40 cm’dir (Orhun & Arin, 2008).

2.1.2.3. Yaprak ve Bas

Yapraklar sekil, renk, biiytikliik, diiz veya kivirciklik bakimindan ¢esitlere gore
farkliliklar gostermektedir. Yaprak sekilleri ise yass1 — yuvarlak, uzun, yuvarlak, oval,
ters yumurta, topa¢ ve kalp seklindedir. Baslangicta yapraklar yana agilir, daha sonra i¢
ice katlanarak bas sekline doner. Yapraklarin genisligi ise 10 ila 15 cm ve 60 ila 70 cm
arasinda degismektedir. Yapraklarin biiyilikligline gore baglarin ¢ap1 20 ila 30 cm’den 70
ila 80 cm’ye kadar degisebilmektedir. Renkleri ise beyaza doniik — yesil, maviye doniik
koyu yesil ve koyu kirmiziya kadar degismektedir. Ayrica yapraklarin iizeri koyu bir
mum tabakasiyla ortiiliidiir (Dillingen, 1956; Yildiz, 2015).

2.1.2.4. Cigcek

Karalahana sebzesi ikinci yilda ciceklenmeye baslamaktadir. Yaprak
koltuklarindan ¢ikmis olan c¢igeklerin siirgiinleri lizerinde ¢icek salkimlari meydana
gelmektedir. Hava kosullart kotli oldugu zaman bitkiler ¢iceklenemez ve dinlenmeye
gecerler. Ciceklenmis bitkiler iizerinde ¢igek siirglinlerinin boyutlar1 1 ila 2 m arasinda
degismektedir. Alt kisimda agmaya baslayan ¢igekler bakla olustururken {iistteki ¢igekler
heniiz tomurcuk evresindedir. Ciceklenme asamasimin sonuna dogru u¢ kisimlardaki
cicekler gelismemektedir ancak gelisip agsalar bile tohum olusturamamaktadirlar.
Ciceklenme siiresi, ortalama iklim degismesi de goz 6niinde bulunduruldugunda 20-60
giin arasinda degismektedir. Lahana grubu sebzeler 4 ¢anak, 4 tag yaprak, 6 erkek organ
ve 2 karpelli bir disi organdan olusmaktadir. Canak yapraklarin rengi genellikle yesil
renktedir, ta¢ yapraklarin rengi ise agik sari veya parlak sar1 renktedir. Ayrica bu
yapraklarm {ist kismi1 genis, alt kismi daralmis ve sap olusmustur. Yumurtalik ile tag
yaprak arasinda erkek organ bulunmaktadir. Disicigin u¢ kisminda diigme benzeri bir
tepecik bulunmaktadir. ilk basta igeri kisma bakan polen keseleri acilirken tepecik, dis
kisma dogru doner ve polen tozlar1 da disartya dogru dokiiliir. Boylece lahanalarda
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yabanc1 dollenme meydana gelmektedir. Genellikle erkek organlar disi organlardan daha
ge¢ olgunlagsmaktadir (Yildiz, 2015).

2.1.2.5. Meyve ve Tohum

Tohumlarin olgunlastigi, kapsiildeki c¢atlamadan ve rengin koyu sariya
doniismesinden anlasilmaktadir. Cigeklenme baslamadan 3 ila 4 hafta sonra bakla i¢inde
tohumlar olusmaya baslamaktadir ve ortalama 10 ila 30 arasi1 tohum olusur. Olgunlasan
tohumlar sap kisminda u¢ kisma dogru acilmaktadir. Tohum hasadi, tohumlarin
dokiilmemesi icin kapsiiller acilmadan yapilir. Tohumlarin olgunlastifi renginden
anlasilmaktadir. Olgunlagmayan tohumlar agik sar1 ve kahverengi renkte goriiliirken,
olgunlagmig tohumlar ise mor, kirmizi ve kahverengi seklinde goriilmektedir. Tohumlarin
cimlenme giicii yiizde 90 ila 95 olmalidir. Cimlenme sicakligi 13 ila 33 °C iken optimum
sicaklik 20 ila 25 °C arasindadir (Bayraktar & Giinay, 1996). Sekil 2.1°de Brassica
oleracea tiiriiniin ¢esitlenmesi (Reda vd., 2021)’den degistirilerek olusturulmus ¢izim
yer almaktadir.

Sekil 2.1. Brassica oleracea tiiriinlin ¢esitlenmesi

2.1.3. Karalahana Ekolojik Kosullar:
2.1.3.1. iklim Kosullar:

Karalahana yetistirmede iklim sartlart agisindan sicaklik olduk¢a (Miller, 1929;
Yildiz, 2015) bilhassa ¢iceklenme ve c¢imlenme evresinde daha fazla O6nem arz
etmektedir. Fakat yiiksek sicakliklar, karalahanada sebze olarak degerlendirilen
yapraklarin kalitesini bozmaktadir. Lahanalarda bas olusmasi i¢in en uygun sicaklik 15
ila 20 °C arasindadir. Yaz aylarinin sonuna dogru yani sonbahar déneminde sicakligin
diismesi sebebi ile daha kaliteli bag olusumu gergeklesmektedir (Oraman ve Giinay, 1970;
Yildiz, 2015). Ciceklenme icin de ortalama 10 °C’nin alti sicakliga ihtiyag
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duymaktadirlar. Tiirkiye’de yapilan ¢calismalarda sicakligin 15 °C’yi izledigi durumlarda
bitkinin ¢icege kalkmadig1 gézlemlenmistir. Sicaklik ortalama 10 °C de ise bitkiler 5 ila
7 hafta sonunda generatif doneme geger ve cigeklenirler. Sicaklik ortalama 7 °C ise siire
kisalir ve bitkiler 4 hafta i¢inde ¢igeklenirler (Oraman ve Giinay, 1970; Yildiz, 2015).
Genel olarak lahanalarin fazla 11k sevdigi bilinmektedir (Lizgunova, 1961; Yildiz, 2015).
Lahanalar genel olarak yagis sevmektedir (Giinay, 2000; Yildiz, 2015). Nem orani
yiiksek, deniz ve g6l kenar1 yaylalarda oldukca iy1 yetismektedir (Bayraktar & Giinay,
1996). Bu sebze i¢in belirlenen optimum pH 6.0 ila 6.5 arasinda olmalidir. Tuza toleransh
bir bitki olarak bilinir (Yildiz, 2015). Fakat karalahana; bocek, solucan, tirtil ve
kurtcuklara kars1 yeterince hassasiyet gostermektedir. Adi gibi bilinen ‘lahana solucan1®
en zarar veren hasere olarak bilinmektedir (Giindogdu, 2005).

Bitkisel iiretimde stres iki kisma ayrilmaktadir. Birinci stres faktorii olan abiyotik
stres; tuzluluk, kuraklik, diistik-yiiksek sicaklik, besin elementlerinin eksik-fazla olmasi,
hava kirliligi gibi siralanirken ikinci stres faktorii olan biyotik stres ise; hastaliga sebep
olan mantar, bakteri ve viriis gibi faktorler nedeniyle bitkinin biiylimesi ve gelismesindeki
degisikliklere, bunlara baglh olarak gelisen verim diisiikliigiine sebep olur (Kusvuran,
2010; Yildiz, 2015).

Bu sikintilardan kurtulup tarim siirdiirtilebilirligini saglamak, biyotik ve abiyotik
stres sartlarina dayanikli bitkiler yetistirmek olduk¢ca Onem arz etmektedir. Boyle
durumlarda ‘Bitki Doku Kiiltiirii’ alanindan faydalanilmaktadir (Kayin & Turan, 2023).

Mikroorganizmalardan arindirilmis steril bir yapay besi ortaminda bitki, doku,
hiicre veya organ benzeri bitki eksplantlari kullanilarak tamamen yeni bitki eksplanti
iiretilmesi olayma ‘Bitki Doku Kiiltiiri’ denir. Bu yontem ‘Mikro iiretim’ veya ‘Aseptik
kiiltiir’ olarak da bilinmektedir ( Goniilsen, 1987; Erdem & Uysal, 2021). Bu alanda ilk
defa 1902 yilinda c¢alisma yapilmistir ve ileriki yillarda yayginlagsmistir. Bitki doku
kiiltiirti teknigi, bitki biyoteknolojisinin énemli bir alanidir ve bu teknikle steril sartlar
altinda gelistirilmis besi ortaminda caligilarak in vitro ortamda bir veya birden ¢ok
hiicreden biitiin bir bitki olusturulabilmektedir (Oktem & Yucel, 2012; Erdem & Uysal,
2021).

Bitki biyoteknolojisinde asil amag, 1slah siirecinin kisaltilarak hizli ve genis
varyasyon saglanarak verim ve kalitede artig saglamaktir (Uysal vd., 2021). Ayrica
hastalik olusturabilecek faktorlerden korunmus bitki elde edilmesi, bitki gen
kaynaklariin muhafazasi, haploid bitki tiretimi ve zorluk yasanan klasik bitki cogaltma
islemlerinin daha pratik hale gelmesi gibi amaglari da bulunmaktadir (Tekin, 2015;
Erdem & Uysal, 2021). Ayrica bitki eksplantinin bir par¢asindan binlerce bitki iiretilebilir
(Singh & Kumar, 2020; Kayin & Turan, 2023). Bu amaglar dogrultusunda bitkiler bitki
doku kiiltlirii yontemi ile birlikte kuraklik, sogukluk, tuzluluk vb. canli olmayan stres
faktorleri sinifina giren abiyotik stres faktorlerinden ve bakteri, viriis vb. gibi canli stres
faktorleri smifina giren biyotik stres faktorlerinden de korunmaktadir (Arvas &
Kocacaligkan, 2020; Erdem & Uysal, 2021).

Daha 6nceki ¢caligmalarda bu teknik ile secilmis genotiplerden abiyotik ve biyotik

stres faktOrlerine karsi direngli bireylerin ortaya ciktigi bilinmektedir. Calismamizda
doku kiiltiirii teknigi ile Karalahana’nin kok, gévde, kotiledon ve siirglin ucu olmak {izere
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4 farkh eksplanttan klonal ¢ogaltim ile doku Kkiiltiiriine yatkinliklarinin belirlenmesi
saglanmistir (Dinger vd., 2016).

2.2. Doku Kiiltiirii Teknigi ile Cogaltim

Doku kiiltiiriinde amag, bitkinin ¢esitli kistmlar1 minimal hale getirildikten sonra
steril ortamda kiiltiire alinarak ¢ok sayida farklilasmis hiicre meydana getirmektir (Reda
vd., 2021). Bu teknik, arastirma teknigi olmasinin disinda bitki ¢ogaltim islemi, bitki
tyilestirme, kaliteli ekonomik {iretim gibi bir¢ok avantaj saglamaktadir (Tefera, 2019;
Kaym & Turan, 2023). Bu yontemle bitki eksplantinin bir parcasindan ¢ok sayida bitki
tiretilmektedir (Singh & Kumar, 2020; Kayin & Turan, 2023).

Yani doku kiiltiirii ile in vitro calisamalarin avantaji hizli iiretim, hastaliktan
korunan bitkiler, ¢evre kosullarindan etkilenmeden saglanan tiretimdir ve bu liretimde de
yaygin olarak kullanilan baz1 bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) mevcuttur.

2.3. Hormonlar

Bitkilerde genelde dogal bicimde sentezlenen ve bitkilerdeki fizyolojik olaylar
kontrol altina alan, her nerede meydana geldiyse bitkinin diger boliimlerine de tasinan ve
orada da etkili rol oynayan organik molekiillere bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD) ya
da hormon adi verilmektedir (Oktiiren & Sénmez, 2005; Algiil vd., 2016). Yasanan
fizyolojik olaylarin ¢ogunun denetimini bitki biiylime diizenleyicileri saglamaktadir.
BBD’leri sentetik ve dogal olmak iizere iki sekilde siniflandirilmaktadir. Bu
hormonlardan sentetik olanlari, kimya endiistrisinin degisik yapidaki ilerletmis olduklar1
maddelerken, dogal olanlar ise bitkiler tarafindan sentezlenmektedir. Bu iki hormon
siifi birbirlerine benzer etki gosterirler fakat sentetik hormonlar bazen daha fazla etki
gostermektedir (Cetin, 2002; Algiil vd., 2016). Hormonlar bitkisel iiretimde de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye’de yapilan bir arasgtirmaya gore tarim sektoriinde
ireticilerin %96’sinin hormon kullandig1 ortaya ¢cikmistir (Babaoglu, 2002; Algiil vd.,
2016).

Bitki biliyiime diizenleyicileri’nin  kullanim amagclar;; Doku  kiiltiirii
caligmalarinda, koklenme, siirgiin ve yumru olugmasi gibi bitki gelisimi ve biliylimesine
destek olmak ve yonlendirmek (Budak vd., 1994; Kaynak & Ersoy, 1997; Kumlay &
Eryigit, 2011), bitkilerin zararlilara ve hastaliklara kars1 dayanikliligini arttirmak, soguga
dayaniklilig1 arttirmak, meyvelerde tohum olusumunu arttirmak seklinde siralanabilir.

Bitki biiyiime diizenleyiciler birka¢ grup altinda siralanmistir: Biiyiimeyi tesvik
edici hormonlar; Oksin, Sitokinin, Giberellinler. Biiylimeyi engelleyici hormonlar;
Absisik Asit (dorminler). Olgunlastirict hormon; Etilen (Algiil vd., 2016).

Bu calismada, in vitro koklendirme ve biliylime islemleri icin ele alinacak
hormonlar ‘Oksin’ ve ‘Sitokinin’dir. Bu terimleri biraz agmak gerekirse;

2.3.1. Oksin

Biiylime diizenleyicileri arasindan ilk ortaya ¢ikmis olup tarimda uzun yillardir
kullanilmaktadir. Kullanim amaci ise, hiicrelerin uzayip boliinmelerini arttirarak
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biliylimeye katkida bulunmaktadirlar. Bu hormonlar, yukar1 kisimdan asagi kisma dogru
taginir ve tepe tomurcuklari, c¢icekler gibi dokularda sentezlenen tek hormondur.
Calismamizda besi ortamina Oksin hormonunun Indol grubundan olan Indol -3-asetik asit
(IAA) eklenmistir (Algiil vd., 2016).

2.3.1.1. Indolasetik Asit (IAA)

Bitkilerin sentezledigi hormon olan oksinin en yaygin formu Indol-3-asetik asit
(IAA) seklindedir (Grunewald vd., 2009; Kumlay & Eryigit, 2011). Dogal olarak bulunan
tek hormon olarak bilinmektedir. Bitkide yukaridan asagi dogru inerek en c¢ok tepe
tomurcugu ve yapraklarda meydana gelmektedir. IAA, bitkide en ¢ok tomurcuk, yaprak,
koleoptil ucu ve kok kisminin uglarinda yer almaktadir (Secer, 1989; Kumlay & Eryigit,
2011).

2.3.2. Sitokinin

Hiicre boliinmesi aktif olarak gerceklesen biitiin dokularda ¢ok fazla miktarda
sitokinin bulunmaktadir. isminden de anlasildig1 gibi gérevi, ‘cytokinesis’ yani hiicre
boliinmesi ve organlarin farklilagsmasi roliinii oynarlar (Cetin, 2002; Algil vd., 2016).
Ozellikle kok kismindan bitkinin yesil kisimlarina tasmnmaktadirlar. Oksinlerin gorevi
kok olusumunu saglarken, sitokininler siirgiin olusumunu saglarlar. Doku kiiltiiri
kullanimindaki amaci ise organlarin olusumu ve gelisimine katki saglamaktadir
(Giileryliz, 1982; Kumlay & Eryigit, 2011; Algiil vd., 2016). Calismamizda kullanilacak
hormon, 6-Benzil Amino Piirin (BAP) hormonudur (Algiil vd., 2016).

2.3.3. 6-Benzil Amino Piirin ( BAP)

Sitokininler arasinda en fazla kullanilan hormon 6-Benzil Amino Piirin (BAP)’
tir. Bitki doku kiiltiirlerinde tomurcuklarin ve siirgiinlerin ¢ogaltilmasini tesvik
etmektedir. Ayrica hiicrelerin hizli bir sekilde cogalmasi amaciyla da kullanilmaktadir.
Yaslanmay1 geciktirirler ve yapraklarin dokiilmesini de engellemektedirler (Kog, 2015)

Doku kiiltlirii tekniginde, bitkiden izole edilmis eksplant parcasi yapay besi
ortaminda sonsuza kadar yagayabilme potansiyeline sahiptir.

Bazen hiicre ve dokulardan, kallus olarak bilinen farklilasmamis hiicre
topluluklart gelismektedir. Yani ekonomik Onemi olan ¢ogu bitkinin klonal olarak
cogaltilmasinda basarili sekilde kullanildig: bilinmektedir.

2.4. Doku Kiiltiiriiniin Dort Asamasi

2.4.1. Yiizey Sterilizasyonu

Bu adimdaki amag, eksplantlarin yiizeyine bulasmis kalintilarin temizlenmesidir.
Bu ylizden bitki parcalarina yiizey sterilizasyonu uygulanmaktadir. Bu kisimda
bliylimenin miktar1 Onemsenmeksizin diger asamalarda kullanilabilecek steril ve
enfeksiyon olugsmamis rejenere bitkiler elde etmektir. Bu kisimda elde edilen kiiltiirler
periyodik 151k altinda inkiibe edilmektedir.
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2.4.2. Siirgiinlerin Cogaltilmasi

Bu adimda elde edilen bitkilerin ka¢ tane oldugu belirlendigi i¢in en 6nemli
kisimdir. Bu kisimda elde edilmesi istenen sayiya ulasabilmek i¢in alt kiiltiir ve yeniden
kiiltiir uygulanarak siirglinler ¢cogaltilmaktadir. Olusturulan besi ortami, fiziksel durum,
kimyasal igerik ve inkiibasyon kosulu agisindan siirgiin ¢ogaltilmasi i¢in ¢ok dnemlidir.

2.4.3. Koklenme

Daha oOnce {iretilmis olan siirgiinler, yiiksek miktarda oksin ve sitokinin igeren
ortamlarda bitkilerin tiirtine gore farkli uzunluklarda kesilerek, bireysel sekilde
koklendirilmektedir. Bu kisimda saglam bir kok olusturulur ve biitiin bir bitki elde edilir.

2.4.4. Dis Kosullara Alstirma

Laboratuvar ortaminda iiretilmis bitkiler dogrudan dis ortama aktarilmamalidirlar
clinkii fazla miktarda su kaybederek ¢ogu Olmektedir. Bu sebepten dolay1 in vitro
ortamlarda rejenerasyon sonucu elde edilen bitkiler alistirilarak kademeli sekilde dogal
gelisme ortamina aktarmalidir. Aligtirma yapilmayan bitkiler hemen &lecegi igin
laboratuvar ortaminda tretilmis bitkiler topraga transfer edilmeden onceki asamada
kutikulanin  geligmesi ve stoma fonksiyonlarmin da baslayabilmesi agisindan
alistirilmalidir. Bu sebepten dolay1 bu kisimda toprak, 151k, sulama ve sicaklik ile ilgili
kosullarin saglanmasi1 gerekmektedir. Kiiltiir yolu ile ¢ogaltilacak bitkiler i¢in bazi
Ozelliklerin belirlenmesi gereklidir:

- Eksplantlarin kaynaginin ne oldugu,

- Besi ortaminin icerigi ve fiziksel kosullari,

- Alman 15181n yogunlugu, sicaklik ve nemlilik oran,

- Alisma kosullar1 ve topraga aktarma parametreleri belirlenmelidir (Onay vd.,
2012).

2.5. Brassica Cinsinde Yapilmis In vitro Cahsmalar

Bir ¢alismada, Brassica napus L.’nin eksplantlarindan bogum aralarindan izole
edilmis ince hiicre tabakalarindan morfogenezi etkileyen faktorleri agiklamigslardir.
Brassica napus L.’yi Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiirlenmislerdir. Siirgiin
organoenez indiiksiyonunda ise oksin ve sitokinin hormonlarina gerek duyulmustur. 194
sitokinin ¢esitinden test edilen 6 oksinden sadece naftalen asetik asit (NAA) hormonu
kullanildiginda siirgiin tomurcugunda etkili oldugu gézlemlenmistir. Cigek tomurcuklari
acmadan bitkilerden kesilen eksplantlarindan en iyileri 3 veya 4 terminal bogum aralar1
oldugu anlasilmistir. Test edilen 4 sitokininin hepsi 0.5 mg/lt NAA ile
iliskilendirildiginde farkli frekanslarda organogenezi destekledigi goriilmiistiir. B.
napus’un eksplantlarinin ince hiicre tabakalarinin dort-bes giinliik kiiltiirden sonra 6nemli
Olctlide genisledigi gozlemlenmistir. Oksin ve sitokinin icermeyen MS ortamina aktarilan
bitkiler, aktarildiktan sonra yaprakli kisimlar normal siirgiinlere doniistiigii
gozlemlenmistir. Maximum siirgiin rejenerasyonunun, %0.8-1.2 arasindaki agar
konsantrasyonlarindan elde edildigi goriilmiistiir. Tim siirglinler bazal ortamda kolayca
koklenmistir ve olgunlasip tohum verdikten sonra seraya aktarimini saglamiglardir
(Klimaszewska & Keller, 1985).
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Zhang vd., 2011 nin yaptiklar1 calismayla Cin lahanasinin kotiledon kismindan
giivenilir siirglin rejenerasyonu elde edebilmek icin ideal kosullar incelenmis ve 123
genotip test edilmistir. Bunun sonucunda %0-95 arasinda bir degiskenlik goriilmiistiir.
Calismada siirglin rejenerasyonu sirasinda etilen énemli bir rol oynamaktadir. Daha
onceki calismalarda bazi cesitlerde yiiksek miktarda silirglin rejenerasyonunun elde
edildigi fakat Cin lahanas1 bitki tiiriinde uygun kosullarin elde edilemediginin bilindigi
tizerinde durulmustur. Bu ylizden, yaptiklar1 ¢alismada, Cin lahanasinin kotiledon
kismindan verimli silirgiin rejenerasyon elde etmeye ¢alismiglardir. Bu ¢alisma yapilirken
Ozellikle ortam kosullar1 ve etilen iiretimi, bunun siirgiin olusumunda ne gibi bir etkisi
oldugu aragtirilmstir.

Lahana ile ilgili yapilan farkli bir ¢alismada lahananin {iretimi ve bu liretimden
elde edilen {iriin kalitesinin bazi hastalik ve zararlilar nedeni ile kotii etkilendigi ve bu
yiizden de lahanada bazi iyilestirmeler yapilmasi gerektigi diisiincesiyle bir calisma
yapilmistir. Bu iyilestirmenin ise genetik transformasyon ile miimkiin oldugunu
sOylemislerdir. Eksplant olarak hipokotil ve kotiledon kullanmilmistir ve in vitro
rejenerasyon i¢in tekrar tekrar galigilabilen bir protokol olusturulmak istenilmistir. Ayrica
bu calismada kullanilan hormonlar; IBA, IAA ve NAA’dir fakat aralarinda kok
indiiksiyonu i¢in en iyisinin IBA oldugu sonucuna varmiglardir. Sonugcta ise iyi bir sekilde
gelisen koklerin, musluk suyu ile giizel bir sekilde yikanip in vitro ortamda yetistirilen
bitkiciklerin, toprak ve torf (2:1) igeren saksilara aktarilarak yavas sekilde ortama
alistinlldig1 ve yiizde 86’sinin ise basarili bir sekilde biiytlidiigii tespit edilmistir (Munshi
vd., 2007).

Yapilan baska bir ¢alismada, lahana kalitesinin bir takim zararlilara kars1 duyarh
olmasi sebebi ile Brassica oleracea var. capitata’ nin verimini arttirmak amaci ile doku
kiltiirii  ve transformasyon protokollerinin optimize edilmesini ve Brassica
oleracea var.1n 8§ ¢esidine ve hipokotil-kotiledon kisimlarinin in vitro kosullar altinda
yenilenme olaymi test etmislerdir. Calisilan tiim ¢esitler i¢in hipokotil eksplantinin,
kotiledon eksplantina gore kallus indiiksiyonu ve organogenez i¢in daha uygun oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, bes ortam tiirli arasindan en etkili olan ortam MS-8.88 uM 6-
benziloaminopurin (BAP) — 0.53 uM a-naftil asetik asit (NAA) birlikte kullanilmasi
oldugunu tespit etmislerdir. Biitiin koklendirme ortamlar1 yaklasik on ila on bes giin
stirmiistiir ve en giiglii ve saglam kok ortami 5.37 uM NAA igeren MS ortami oldugu
gozlemlenmistir. Edinilen bilgilere gore, bu cesitlerin hipokotil veya kotiledondan
iretilmis bitki kisimlar1 kullanilarak in vitro rejenerasyonu ile iliskili bir calisma
bulunmadigi i¢in bu galisma yapilmis. Sonugta da serada %95 oraninda bitkiciklerin
olusturuldugu ve yenilenen bitkiler arasinda herhangi bir fenotipik varyasyon
goriilmedigi, elde edilen bu bitki rejenerasyon protokoliiniin farkli B. oleracea var.
cesitleri i¢in uygulanabilecegi sonucuna da varmislardir (Gerszberg vd., 2015).

Ravanfar vd., 2017 calismasinda amag, Brassica’da var olan faktorlerinin bir¢ogu,
stirglinlerin ¢ogaltiminda ve tekrar etmelerini saglamada kritik rol oynadigi sonucuna
vartlmistir. Ortam olarak ise bitki doku Kkiiltlirlerinde yaygin kullanilan MS ortami
kullanilmistir. Fakat icerigi bakimindan tuz fazla miktarda bulundugu igin tiirlerin
bliylime ve gelismesi i¢in ideal degildir. MS ortami, tuz igerigi bakimindan bir¢ok
bitkinin ideal besin maddesini saglamaktadir (Vandemoortele vd., 1999; Ravanfar vd.,
2017). Bitkilerde, siirgiin olusumunu etkileyen kosullar sicaklik, nem ve 151k faktorleridir.
Doku kiiltiiriindeki genetik transformasyon, farkli Brassica tiirlerinde transgenik
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cesitlerin gelistirilebilmesi agisindan ticari olarak kullanilmaktadir. Bu calismada,
Brassica tiirlerinde verimliligin artmasi ve siirglin olusumunu etkileyen faktorler
incelenmistir. Ayrica, mevcut faktdrlerden bircogu siirgiinlerin yenilenmesinde ve
rejenere sikligini arttirmada kilit rol oynamakta oldugu sonucuna varilmistir. Boylece
yeni fenotiplere sahip bitkilerin farkli ¢alismalara tabi tutulmasina ve sonug¢ olarak
ticarilestirilmesine imkan saglayacaktir (Ravanfar vd., 2017).

Brassica cinsi ile ilgili yapilan farkli bir ¢alismada ise, lahananin siirgiin uglarinin
doku kiiltiirii ile ¢ogaltma protokoliinii gelistirmeyi amaglamislardir. Ayrica ¢alismada,
Brassica strglinlerinin normal olmayan gelisimleriyle ilgili sorunlar iizerinde de
durulmustur. Calismada deginilen en 6nemli nokta ise bir ortam bilesimi optimizasyonu
yapilirken en kritik adimin bitki biiylime diizenleyicilerinin (BBD), bunun konsantrasyon
ya da oraninin belirlenmesi oldugu iizerinde durulmustur. En 6nemli BBD gruplarinin
oksin ve sitokininler oldugu kanisina varilmistir. Doku kiiltiirii koklendirme adiminda
dogal bir hormon olan 1.0 mg/It ile Indol-3-asetik asit (IAA) ve sentetik 1-Naftalen asetik
asit (NAA) seklinde iki farkli oksinden faydalanilmistir. Eksplant kaynagi olarak siirgiin
ucu kullanilmis olup, siirglin gelisiminde en etkili sitokinin ise 2.5 mg/lt ile BAP (6-
benzilaminopurin) hormonu olmustur. Calismada, doku kiiltiiriiniin strese kars1 en yiiksek
dirence sahip bireylerin secilerek ya da genetik transformasyon i¢in bitki materyalinin
iiretilmesi ve degisken bir ortamda mahsullerin kalitesini arttirmak i¢in biiyiik potansiyele
sahip oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak lahanada basaril1 bir doku kiiltiirii prosediirii
gelistirmiglerdir (Kaminska & Sliwinska, 2023).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Bitki Materyali

Bu calisma Rize ili Pazar ilgesinde bulunan Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’nde yiiriitilmiistiir.

Calismada bitki materyali olarak ‘Brassica oleracea L. var. acephala’nin 3 ayr1
genotipi kullamlmustir. Bunlardan biri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Fatih SEYIS’ten temin
edilmistir ve diger iki genotipi ise Artvin’in Yusufeli ve Arhavi ilgesindeki ireticilerden
temin edilmistir. Caligmada bitki eksplant1 olarak; kok, sap, kotiledon ve siirgiin ucu
eksplantlar1 kullanilmistir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Besi Ortam icindekiler ve Hormon
Konsantrasyonlari

Calismada kullanilan steril karalahana bitkilerini elde etmek i¢in ¢imlendirme
ortami olarak hormon icermeyen MS (Duchefa Biochemie Katalok No: M0222) besi
ortami kullanilmistir. Cimlendirme isleminden elde edilen eksplantlarin alt kiiltiir
asamasinda, BAP ve IAA hormonlar1 ayr1 ayr1 ve birlikte kombinasyon halinde farkli besi
ortamlari tercih edilmistir (Erdem vd., 2022). Cizelge 3.1°de ¢alismada kullanilan besi
ortaminin igerigi yer almaktadir Cizelge 3.2°de ise MS besi ortamina ilave edilen hormon
tipi, konsantrasyonlar1 ve 7 farkli besi ortami yer almaktadir (Uysal vd., 2021). Calismada
kullanilan Sekil 3.1.a pH metre (ortamin pH derecesini 6l¢gmede), Sekil 3.1.b otoklav (121
°C’de buharli basing kullanilarak sterilizasyon yapmak amaciyla), Sekil 3.1.c manyetik
karigtiric1 (ortamin homojen karigmasina), Sekil 3.1.d iklimlendirme iinitesi (ekim
yapilan ortamlarin uygun kosullarda gelistirilmesi amaciyla), Sekil 3.1.e mikropipet
(kiictik hacimli sivilar1 aktarmada), Sekil 3.1.f sterilizator (ekim i¢in kullanilan cimbiz ve
bistiirinin sterilizasyonunda) ve Sekil 3.1.g biyogiivenlik kabini (disaridan gelebilecek
mikroorganizmalara karsi kontaminasyonu amaci ile ¢alisilan ortam).
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Murashige ve Skoog (MS) besi ortam igerigi

Kimyasal Madde Miktar (mg/1t) Kimyasal Madde Miktar (mg/lt)

KNO; 1900 Na;Mo004.H,O 0.25

CaCl,.H,0 332.2 CuS04.5H,0 0.025

NH4NO3 1650 CoCl,.6H,O 0.025
MgS0,4.7H20 180.7 Glycin 2.0
KH,PO4 170 Myo-Inostol 100
Na;-EDTA 37.25 Nicotinic asit 0.5
FeS04.7H,O 27.85 Pyrodoxine-HCl 0.5
H3;BOs3 6.2 Thiamin HCI 0.1

MnSO4.H,0 16.9 +Sukroz 30.000

ZnS0,4.7H20 8.6 +Agar 7.000
Kl 0.83 +pH 5.8

+ Hazir olarak temin edilen besi ortamu icerisinde bulunmayip ayrica ilave edilen bilesenler

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan MS besi ortamina eklenen IAA ve BAP
konsantrasyonlar1

Besi Ortam No BAP (mg/It) TAA (mg/lt)
MSO0 - -
MS1 0.5 -
MS2 1.0 -
MS3 - 0.5
MS4 - 1.0
MSS5 1.0 0.5
MS6 1.0 1.0
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Sekil 3.1.a) pH metre; b) Otoklav; ¢) Manyetik 1sitict ve karistirict; d) Iklimlendirme
tinitesi; e) Dijital mikropipet; f) Sterilizator; g) Biyogiivenlik kabini
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3.2. METOT
3.2.1. Yiizey Sterilizasyonu ve Tohum Cimlendirilmesi

Calisma kapsamina 3 farkli Karalahana genotiplerine ait tohumlarin in vitro ekimi
amactyla asagida bahsedilen sterilizasyon yéntemleri uygulanmistir. Oncelikle
Karalahanalarin sterilizasyonunda kullanilacak olan pensler, siizgecler, cam petri kaplari,
kurutma kagitlari, cimbizlar, beherler, drone siseler, manyetik baliklar ve yeterince su
otoklavda 121°C olugabilecek kontaminasyon risklerine karsi steril edilmistir.

Kullanilacak biitiin gerekli malzemeler %70 alkolle dezenfekte edildikten sonra
steril kabin igerisine konulmustur. Daha 6nce 5’er gram tartilmis olan Arhavi, Rize ve
Yusufeli genotiplerine ait tohumlar, sirayla sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.

Her bir genotip i¢in tohumlar karistiricidaki beherin i¢ine ilave edildikten sonra
yaklasik 30 saniye %70 alkolle muamele edilmistir ve daha sonra yaklasik 2-3 dakika
steril su ile durulanmistir. Daha sonra %10’luk ¢amasir suyunda (ACE, <%S5 klor bazli
agartic1 iceren) 10 dakika muamele edilmistir ve 3-5 defa yaklasik 2-3 dakika steril su ile
durulama yapilmistir (Sekil 3.2.a).

60 adet magentaya ekim yapilacak Karalahana tohumu hazir hale getirilmis olup
her bir magentaya 50’ser tohum ekilecek sekilde hormon icermeyen besi ortamlarina
ekim yapilmistir. Kontamine gergeklesen ekimler tekrarlanmigtir. Kontaminenin
gerceklestigi genotipler tekrar steril edilirken 2 damla Tween 20 ilave edilen %10’luk
camasir suyu cozeltisi kullanilmistir. Bu islemden sonra durulama islemi 5 kez 3-4
dakikaya ¢ikartilmistir (Sekil 3.2.b).

Sterilizasyonu saglanan Karalahana tohumlar igerisinde steril kurutma kagidi
olan 3 ayr1 cam petri kabina kurumalar1 i¢in konulmustur. Daha sonra tohumlarin yaklasik
1 saat sonra steril kiiltiir kaplarina ekimi gerceklestirilmistir (Sekil 3.2.c)

Karalahanalarin yalin besi ortamina ekimi gergeklestikten sonra ¢imlenmesi i¢in
iklimlendirme odasinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve 21 °C’de 2 hafta bekletilmistir.
Sekil 3.2.d’de ¢imlenmeye birakilan tohumlar ve Sekil 3.2.e’de ise ¢imlenen tohumlarin
1 haftalik goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 3.2. a) Tohum sterilizasyon islemi; b) Tohum ekme islemi; ¢) Kurutmaya birakilan
tohumlar; d) Cimlenmeye birakilan tohumlar; e) Bir haftada ¢imlenen tohum goriintiisii

3.2.2. Arastirma Kapsaminda Kullamilan MS Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Murashige ve Skoog besi ortami1 hazirlanirken; 4.4 gram toz MS, 30 gram sukroz
tartilip 800 ml’lik distile suyun igerisine ilave edilerek ve manyetik karistiricida
cozdiiriilmustiir ve ardindan pH’1 5.8’e sabitlendikten sonra 7 gram agar eklenerek
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karisim 1 1t’ye tamamlanmistir ve yalin besi ortami otoklavda 121 °C’de 25 dakikada
steril edilmistir (Sekil 3.3.a). Ortama hormon eklenecegi zaman 6ncelikle BAP ve IAA
hormonlarinin stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Stok soliisyonlar hazirlama asamalar su
sekildedir; 0.1 gram BAP ve TAA ayn ayr tartilir. BAP’a yaklasik 3-4 damla NaOH
eklenerek vortekste homojen hale gelinceye kadar karistirilmis ve ardindan 10 ml’ye
kadar distile su ilave edilmistir. [AA hormonuna ise 3-4 damla EtOH eklenerek vorteks
karistiricida yine homojen oluncaya kadar karistirilmistir. Daha sonra 10 ml’ye kadar
distile su ilave edilerek stok soliisyonlar hazir hale getirilmistir. Hazir hale getirilen bu
hormonlar Cizelge 3.2’de belirtilen oranlara gore besi ortamlara pipet araciligi ile
eklenmistir. Daha sonra 1 It’ye ayarlanan MS besi ortami pH metre ile 6l¢iilmiistiir. PH’1
5.8’e sabitlenmeye calisilan karisima 5.8’den diistik oldugu zaman 1 N NaOH, yiiksek
oldugu zaman ise 1 N HCl eklenerek sabitlenmistir (Tirink, 2021). Daha sonra drone sise
igerisine aktarilan karigima 7 gram agar eklenmistir ve kapagi bir vida acik olacak sekilde
kapatilarak otoklavda 121 °C’de 25 dakikada steril edilmistir. Ortam yaklasik 50 °C’ye
kadar soguduktan sonra biyogilivenlik kabini igerisinde her bir petriye yaklagik 25 ml
olacak sekilde Sekil 3.3.b’deki gibi dokiilmiistiir. Besi yerleri kat1 hale gelince petrilerin
etrafi kontaminasyonu engellemek amaci ile stre¢ film ile sarilmistir ve oda sicaklifinda
karanlik ortamda en fazla 10 giin olacak sekilde alt kiiltiire alinma islemine kadar
muhafaza edilmistir (Aydin Mortas, 2022).

Sekil 3.3. a) Yalin MS ortamlari; b) Hormon ilave edilmis besi ortamlari

3.3. In vitro Ortamda Alt Kiiltiir Asamalari
3.3.1. Koklerin Alt Kiiltiirii

Otoklavda 121 °C’de 25 dakika pens, bistiiri, kesimleri ger¢eklestirebilmek amaci
ile cam petri ve gereksiz kisimlari atabilmek i¢in plastik beher, kontamine risklerine kars1
steril edilmistir. Daha 6nce ekimi yapilan Arhavi, Rize ve Yusufeli tohumlarindan 2 hafta
sonra her bir petride 10 adet olacak sekilde kok eksplant1 alinmistir (Sekil 3.4.). Cizelge
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3.2’de bahsedilen 7 farklt MS ortamina 5’er tekerriir olacak sekilde 3 genotip i¢in de alt
kiiltiirler gergeklestirilmistir. Alt kiiltiirii gerceklesen petriler, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik ve 21 °C kosullarin1 saglayan iklimlendirme odasinda muhafaza edilmistir.
Kontamine olan petriler tekrarlanmistir (Erdem vd., 2022).

Sekil 3.4. Kok eksplant ekimine ait goriintii
3.3.2. Sap Alt Kiiltiirii

Yine daha 6nce MS besi ortamina 2 hafta muhafaza edildikten sonra tohum
ekimleri yapilmigtir. 3 genotipin sap eksplanti alinmak iizere biyogiivenlik kabinin
icerisinde daha Once sterilizasyonu yapilan ekipmanlar ile sap eksplanti 1 cm olacak
sekilde yaklasik 3-4 parcaya bolinmiistiir. Bir petride 10 adet olacak sekilde oksin ve
sitokinin hormonlarinin da oldugu 7 farkli MS besi ortaminda alt kiiltiir
gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Alt kiiltiirii gergeklesen petriler 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik ve 21 °C kosullarim1 saglayan iklimlendirme odasinda muhafaza edilmistir.
Kontamine olan petriler tekrarlanmigtir.

Sekil 3.5. Sap eksplant ekimine ait goriintii
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3.3.3. Kotiledon Alt Kiiltiirii

Oksin ve Sitokinin hormon kombinasyonlarinda eksplant tiirii olarak kotiledon,
yaygin olarak Brassica in vitro kiiltiir teknikleri i¢in kullanilmaktadir (Burnett vd., 1994;
Ravanfar vd., 2017). Farkli BAP ve IAA hormonlarininda bulundugu kombinasyonlar
iceren Murashige ve Skoog (MS) besi ortamina biyogiivenlik kabini igerisinde 6nceden
otoklavda steril edilmis aletlerle kotiledon eksplant ekimi yapilmistir. Bir kotiledonun
ikiye boliinerek ekimi gerceklestirilen bu kisim yine bir petriye 10 adet olacak sekilde
eksplantlar yerlestirilmistir. Arhavi, Rize ve Yusufeli genotipleri i¢in 7 ortam ve her bir
ortam i¢in 5 tekerriir gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Alt kiiltiirii gergeklesen petriler 16
saat aydinlik 8 saat karanlik ve 21 °C kosullarini saglayan iklimlendirme odasinda
muhafaza edilmistir. Kontamine olan petriler tekrarlanmistir.

Sekil 3.6. Kotiledon eksplant ekimine ait goriintii
3.3.4. Siirgiin Ucu Alt Kiiltiirii

Siirgiin ucu, doku kiiltiirii isleminde kullanilan en kolay ve en yaygin metottur.
(Ravanfar vd., 2017). Kotiledon kisminin hemen iist tarafinda kalan kisim siirglin ucu
olup, ozellikle yaprak ¢ikmadan bitkilerden eksplant 6rnegi alinmasi konusuna 6zen
gosterilmistir. Her bitkiden bir tane 6rnek olmak iizere yaklasik 1 cm uzunlugunda 6rnek
alimmigtir. Her petriye 10 adet olacak sekilde BAP ve IAA hormonlarinin oldugu
ortamlara 5’er tekerriir seklinde biyogiivenlik kabininde ekim yapilmistir (Sekil 3.7).
Arhavi ve Rize genotiplerine ait petriler, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve 21 °C
kosullarim1 saglayan iklimlendirme odasinda muhafaza edilmistir. Kontamine olan
petriler tekrarlanmistir. Yusufeli genotpine ait ¢imlendirmek i¢in magentalara yapilan
ekim sonucu, besin ortami kontamine olan bitkicikler %20 ¢amasir suyunda 5 dakika
boyunca steril edilmis olup ardindan 3’er defa 3 dakika steril saf suda durulanmistir ve
eksplantlar alimmstir. Yapilan bu sterilizasyon islemi basarili olmustur ve kontaminasyon
gbzlemlenmemistir.
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Sekil 3.7. Siirgiin ucu eksplant ekimine ait goriintii
3.3.5. Verilerin Toplanmasi ve Analizi

Alt Kiiltiir tarihinden itibaren yaklasik bir bucuk ay boyunca petriler haftada bir
kontrol edilmis olup;

Elde edilen kallus sayisi, kalluslardan elde edilen siirgiin sayisi, direkt gelisen
stirgiin sayis1 ve kok sayis1 kaydedilerek bir buguk ay sonunda denemeye son verilmistir.
Kaydedilen veriler Microsoft Excell paket programi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel
analizler “R Istatistik” paket programinda Kruskal-Wallis analizi ile gergeklestirilmis
olup “dunn.test, multcompView, FSA” paketleri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Ortamda Ekimi Yapilan Karalahana (Brassica oleracea var.
acephala) Genotiplerinin Cimlenme Orani

Cizelge 4.1°de in vitro ortamda karalahana genotiplerinin (Rize, Arhavi, Yusufeli)
cimlenme ylizdeleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Brassica oleracea var. acephala genotiplerinin in vitro ortamda ¢imlenme
oranlari

Genotip Ekilen Tohum Sayisi Toplam Cimlenme Yiizde Cimlenme Orani
(adet) (adet) (%)
Rize 2.900 2.320 %80
Arhavi 3.100 1.860 %64
Yusufeli 3.500 3.150 %90

In vitro steril bitkilerin eldesi icin calismada kullamlan karalahana
genotiplerinden Arhavi genotipi i¢in 62 magentaya 3.100 adet, Yusufeli genotipi i¢in 70
magentaya 3.500 adet ve Rize genotipi i¢in 58 magentaya 2.900 adet tohum ekimi
yapilmistir. Ekim sonrasi Arhavi genotipine ait tohumlarda yaklagik 40 adet kiiltiir
kabinda kontaminasyon gozlemlenmis olup Rize ve Yusufeli genotiplerine ait sirasi ile
yaklasik 10 ve 30 adet kiiltiir kabinda kontaminasyon goézlemlenmistir. Cimlenme
oranlar1 ise Arhavi genotipinde % 64, Yusufeli genotipinde %90 ve Rize genotipinde ise
%80 olarak ger¢eklesmistir. Arhavi genotipinin kontaminasyon oraninin ¢ok yiiksek olma
sebebi, tohumlarin eski ve ¢cimlenme oranini yitirmis olmasindan kaynaklandigi, Yusufeli
genotipi i¢in ise ise sterilizasyon adimlarinda uygulanan bazi yontemlerin bu genotip igin
uygun olmadigr fikrine varilmistir. Bu genotiplerin tohumlarinda ¢imlenme %78
gerceklesmesine ragmen kontaminasyonlar gozlemlendigi i¢in alt kiiltiir caligmalarina
devam edilememis olup sterilizasyon islemleri ve tohum ekimleri tekrarlanmistir.

4.2. In vitro Ortamda Cimlendirilen Rize Genotipine Ait Bitkilerin Kok, Sap,
Kotiledon ve Siirgiin Ucu Eksplantlar I¢in Rejenerasyon Sonuclar:

In vitro ortamda ¢imlendirilen Rize genotipinin eksplantlardan elde edilen rejenerasyon
basari oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Rize genotipine ait eksplantlarin olusturmus oldugu direk siirgiin, kok, kallus
olusum sayilar1 ve basari oranlarina iliskin veriler;

RIZE GENOTIPI
Eksplant Besi Ortam
Kaynagi
MSO | MS1 | MS2 | MS3 MS4 MSS MSeé6
ES (adet) 50 50 80 50 50 60 50
Kok DS (adet) 0 0 0 0 0 0 0
DS BO (%) %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0
KO (adet) 15 13 0 40 21 15 9

(Devam arkada)
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Cizelge 4.2°nin devamu,

KO BO (%) | %30 | %26 | %0 %80 %42 %25 %18
KaO (Adet) 16 6 2 8 13 2 20
KaO BO (%) | %32 | %12 | %25 | %l6 %26 | %3.33 | %40
Genel BO (%) | %62 | %38 | %25 | %60 %47 | %283 | %58
ES (adet) 50 | 50 60 50 50 60 50
DS (adet) 6 0 0 0 0 0 1
Sap DSBO (%) | %12 | %0 | %0 %0 %0 %0 %2
KO (adet) 0 0 0 36 50 0 7
KOBO (%) | %0 | %0 | %0 %72 | %100 | %0 %14
KaO (Adet) 7 4 4 8 22 9 13
KaO BO(%) | %14 | %8 | %6.67 | %l6 %ol %15 %26
Genel BO (%) | %26 | %8 | %6.67 | %88 | %l44 | %Is5 %42
ES (adet) 50 | 50 50 50 60 50 50
DS (adet) 0 0 6 7 1 0 1
DSBO (%) | %0 | %0 | %12 | %14 | %L6 %0 %2
, KO (adet) 13 0 17 35 60 4 10
Kotiledon ™= 056 (%) | %26 | %0 | %34 | %70 | %100 %8 %20
KaO (Adet) 0 0 3 5 0 0 9
KaO BO(%) | %0 | %0 | %6 %10 %0 %0 %18
Genel BO(%) | %26 | %0 | %52 | %94 | %l101.7 | %8 %40
ES (adet) 50 | 50 | 50 50 50 50 50
DS (adet) 28 | 40 | 48 49 50 38 48
Siirgiin DS BO (%) %56 | %80 | %96 %98 %100 %76 %96
Ucu KO (adet) 3 | 0 0 25 46 2 3
KO BO (%) | %26 | %0 | %0 %50 %92 %4 %6
KaO (Adet) 0 1 2 0 0 14 0
KaO BO (%) | %0 | %2 | %4 %0 %0 %28 %0
Genel BO (%) | %82 | %82 | %100 | %148 | %192 | %108 | %102
BOG GBO(%) %49 | %32 | %34.1 | %1065 | %1264 | %38.1 | %605

ES: Eksplant Sayisi, DS: Direk Siirgtin, DS BO: Direk Siirgiin Basar1 Oran1 KO: K6k Olusumu, KO BO:
Kok Olusumu Basari Orani, KaO: Kallus Olusumu, KaO BO: Kallus Olusumu Basar1 Orani, Genel BO:
Genel Basar1 Orani, BOG GBO: Besi Ortamlarina Gore Genel Basari Orani

Sekil 4.1.a’da Rize genotipine ait yalin MS ortaminda sap eksplantindan bir ay
sonunda gézlemlenen direk siirgiin rejenerasyon goriintiisii bulunmaktadir. Sekil 4.1.b’de
Rize genotipine ait yalin MS ortaminda sap eksplantindan iki ay sonunda gozlemlenen
direk siirgiin rejenerasyon goriiniitiisii bulunurken Sekil 4.1.c’de ise Rize genotipine ait
MS6 ortaminda kotiledon eksplantinda direk siirgiin rejenerasyon goriiniitiisii
bulunmaktadir. Sekil 4.1.d’de Rize genotipine ait MS2 ortaminda sap eksplantinda kallus
olusumu gozlemlenirken Sekil 4.1.e’de ise Rize genotipine ait MS4 ortaminda sap
eksplantinda kallustan siirgiin, kallus, kok olusumlar1 gozlemlenmistir. Sekil 4.1.°de
Rize genotipine ait MS4 ortaminda sap eksplantinda kok olusumu, Sekil 4.1.g’de Rize
genotipine ait MS1 ortaminda siirglin ucu eksplantinda direk siirgiin olusumu ve Sekil
4.1.h’de Rize genotipine ait MSO ortaminda siirgiin ucu eksplantinda direk siirgiin ve kok
olusumu goézlemlenmistir.
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Sekil 4.1. a) Rize genotipine ait yalin MS ortaminda sap eksplantindan bir ay sonunda
gozlemlenen direk siirgiin rejenerasyonu; b) Rize genotipine ait yalin MS ortaminda sap
eksplantindan iki ay sonunda gézlemlenen direk siirgiin rejenerasyonu; ¢) Rize genotipine
ait MS6 ortaminda kotiledon eksplantinda gézlemlenen direk siirgiin rejenerasyonu; d)
Rize genotipine ait MS2 ortaminda sap eksplantinda gozlemlenen kallus olusumu; e) Rize
genotipine ait MS4 ortaminda sap eksplantinda gozlemlenen kallustan siirgiin, kallus, kok
olusumu; f) Rize genotipine ait MS4 ortaminda sap eksplantinda gdzlemlenen kdk
olusumu; g) Rize genotipine ait MS1 ortaminda siirgiin ucu eksplantinda gozlemlenen
direk siirgiin olusumu; h) Rize genotipine ait yalin MS ortaminda siirgiin ucu eksplantinda
gozlemlenen direk siirgiin ve kok olusumu.
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Rize Genotipinin Kok Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlari (%)

® Direk Siirgiin Olusumu Kok Olusumu  ®Kallus Olusumu
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30%
20%
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MSO0 MS1 2 MS3 MS4 MS5 MS6

Sekil 4.2. Rize genotipine ait kok eksplantinda olusan rejenerasyon basari oranlari

MS

Rize Genotipinin Sap Eksplantindan Rejenerasyon Basari

Oranlari (%)
E Direk siirgiin olusumu Kok olusumu  ®Kallus olusumu
120%
100%
80%
60%
40%
20% J
v A0l u u N i _ I
MS3 MS4 MSS5 MS6

MSO0 MS1 MS2

Sekil 4.3. Rize genotipine ait sap eksplantinda olusan rejenerasyon basari oranlari
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Rize Genotipinin Kotiledon Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlari (%)
m Direk siirgiin olusumu Kok olusumu  mKallus olusumu
120%
100%
80%
60%
40%
20%
i D 1
MSO0 MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6

Sekil 4.4. Rize genotipine ait kotiledon eksplantinda olusan rejenerasyon basari oranlari

Rize Genotipinin Siirgiin Ucu Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlari (%)

M Direk stirglin olusumu Kok olusumu  ® Kallus olusumu

120%

100%

80%
60%
40% -
20% -
0% - . :
MSO MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6

Sekil 4.5. Rize genotipine ait slirglin ucu eksplantinda olusan rejenerasyon basari oranlari

Cizelge 4.2’ nin ve Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5 incelenmesinden de anlasilacagi lizere,
Rize genotipi icin in vitro ortamda c¢imlendirilen tohumlardan elde edilen kok
eksplantindan petri basina 10 adet ve yaklasik 5-8 tekerriir olmak iizere toplam 390 adet
kok eksplant1 alt kiiltiire alinmistir. Sap eksplanti i¢in petri basina 10 adet ve 5-6 tekerriir
370 adet, kotiledon eksplant1 i¢in ise yine petri bagina 10 adet ve 5-6 tekerriir 360 adet ve
stirglin ucu eksplantindan ise petri bagina 10 adet ve 5 tekerriir toplamda 350 adet siirgiin
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ucu alt kiiltiire alinmistir. Aragtirma sonuglari incelendiginde direk siirgiin olusumu en
fazla MS4 besi ortaminda kotiledon eksplantinda %100 olarak gerceklesmis iken kok
eksplantlarinda higbir besi ortaminda direk siirgiin olusumu tespit edilmemistir. Ayrica
sap eksplantlarindan da MSO ve MS6 disindaki besi ortamlarinda ve kotileden
eksplantlarinda MS0, MS1 ve MSS5 ortamlarinda da direk siiriin rejenerasyonu tespit
tespit edilememistir. Kok olusumu ise en yiiksek sap ve kotiledon eksplantlarinda MS4
besi ortaminda %100 olarak gerceklesmistir. Kallus olusumunda ise en ylksek
rejenerasyon orani, sap eksplantinda %44 ile MS4 besi ortaminda tespit edilmis olup bunu
kok eksplantinda %40, siirgiin ucu eksplantinda %28 ile MS5 ve kotiledon eksplantinda
%18 ile MS6 besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar takip etmistir. Genel basari
oranlar1 incelendiginde en yiiksek basar1 oranlar1 kok eksplantinda MSO besi ortaminda
%62, sap eksplantinda MS4 besi ortaminda %144, kotiledon eksplantinda MS4 besi
ortaminda %101.7 ve slirglin ucu eksplantinda ise MS4 besi ortaminda %192 olarak
gerceklesmistir. En diisiik basar1 oranlari ise kok eksplantinda MS2 besi ortaminda %2.5,
sap eksplantinda MS2 besi ortaminda %6.67, kotiledon eksplantinda MS1 besi ortaminda
%0 ve siirgiin ucu eksplantinda ise MSO ile MS1 besi ortamlarinda %82 olarak
gergceklesmistir. Bu {i¢ eksplant arasinda biitiin besi ortamlar1 degerlendirildiginde MS4
besi ortami (1.0 mg/It IAA) ile %104.3 oraninda en yiiksek rejenerasyonun gozlemlendigi
ve en diisiik rejenerasyonun ise MS1 besi ortaminda (0.5 mg/lt BAP) %15.3 olarak
gerceklestigi tespit edilmistir.

4.3. In vitro Ortamda Cimlendirilen Rize Genotipine Ait Karalahana BitKisinin
Eksplantlar1 I¢cin Kallus Sayilari, Kallustan Siirgiin Olusum Sayilar1 ve Basari
Oranlarina (%) iliskin veriler.

In vitro ortamda c¢imlendirilen Karalahana igin yapilan Rize genotipinin
eksplanlarindan elde edilen alt kiiltiirlerden kallus olusumu, kallusdan siirgiin olusumu ve
basari oranlar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Rize genotipinin eksplantlarina ait kallustan siirgiin olusum sayilar1 ve
basari oranlarina iliskin veriler

RiZE GENOTIPi

Eksplant Besi Ortam
Kaynag
MSO | MS1 | MS2 | MS3 | MS4 | MS5 | MSé6
ES (adet) 50 50 80 50 50 60 50
) KaO(adet) 16 6 2 8 13 2 20
Kok KSO (adet) 0 0 0 0 0 0 0
KSO %0 | %0 | %0 %0 %0 %0 %0
BO (%)
ES (adet) 50 50 60 50 50 60 50
KaO(adet) 7 4 4 8 22 9 13
Sap KSO (adet) 0 0 2 0 1 0 1
KSO %0 | %0 | %350 | %0 %4.55 | %0 | %7.69
BO (%)
ES (adet) 50 50 50 50 60 50 50
Kotiledon KaO (adet) 0 0 3 5 0 0 9
KSO (adet) 0 0 0 5 0 0 4

(Devam arkada)
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Cizelge 4.3’{in devami

KSO - - %0 %100 - - %44.4
BO (%)
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 50
Siirgiin Ucu KS(Adet) 0 1 2 0 0 14 0
KSO (Adet) 0 1 1 0 0 14 0
KSO BO (%) - %100 | %50 - - %100 -

ES: Eksplant Sayisi, KaO: Kallus Olusumu, KSO: Kallustan Siirgiin Olusumu, KSO BO: Kallustan Siirgiin
Olusumu Basar1 Orani

Cizelge 4.3 incelendiginde Rize genotipinde kallustan siirgiin olusumunda basari
orani en iyi kotiledon eksplantinda MS3 alt kiiltiir ortaminda 0.5 mg/It IAA hormonu ile
%100 rejenerasyon gostermistir. Bu ortamda 50 eksplantin 5’inde kallus 5’inde ise
kallustan siirgiin olusumu goézlemlenmistir. Bir diger %100 basar1 ise silirgiin ucu
eksplantinin MS1 yani 0.5 mg/lt BAP hormonunda ve MSS5 yani 1.0 mg/lt BAP+0.5 mg/It
IAA hormonlarinin kullanildig1 ortamlarda gézlemlenmistir. En diisiik rejenerasyon ise
MS?2 alt kiiltiirtinde 1.0 mg/It BAP hormonu ile %0 gézlemlenirken MS0, MS1, MS4 ve
MSS5 ortamlarinda higbir rejenerasyon gozlemlenememistir. Yine in vitro ortamda
yetistirilen karalahananin sap eksplantinin alt kiiltiirli neticesinde en yiiksek rejenerasyon
%350 orani1 ile MS2 alt kiiltiir ortaminda yani 1.0 mg/It BAP hormonunda gézlemlenirken
kallustan siirgiin olusumunda en diisiik rejenerasyon ise MS0, MS1, MS3 ve MSS5 alt
kiiltiir ortamlarinda sirasi ile yalin, 0.5 mg/lt BAP, 1.0 mg/It BAP ve 1.0 mg/lt BAP+1.0
mg/It IAA hormonlariin kullanildigi ortamlarda gozlemlenmistir. Kok ekplantinda ise
biitiin ortamlarda rejenerasyon %0 iken hicbir kallus olusumuna rastlanilmamaistir.

4.4. In vitro Ortamda Cimlendirilen Yusufeli Genotipine Ait Karalahana Bitkisinin
Kok, Sap, Kotiledon ve Siirgiin Ucu Eksplantlari icin Rejenerasyon Sonuclar

In vitro ortamda ¢imlendirilen Karalahana icin yapilan Yusufeli genotipinin kdk
eksplantindan elde edilen alt kiiltiirlerinden kok olusumu, kallus olusumu ve kallusdan
stirglin olusum oranlar Cizelge 4.4’de verilmistir.

Sekil 4.6.a’da Yusufeli genotipine ait MS4 ortaminda kotiledon eksplantinda
gbzlemlenen kok olusumu goriintiisii yer almaktadir. Sekil 4.6.b’de Yusufeli genotipine
ait yalimn MS ortamina ait sap eksplantinda gozlemlenen kallustan siirgiin olusumu
goriiniitiisii bulunmaktadir. Sekil 4.6.d’de ise Yusufeli genotipine ait MS5 ortamina ait
siirgiin ucu eksplantinda gézlemlenen direk siirglin ve kallus olusumu yer almaktadir.
Sekil 4.6.e’de ise Yusufeli genotipine ait MSO ortamina ait siirglin ucu eksplantinda
gozlemlenen direk siirgiin ve kok olusumu yer almaktadir.
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Cizelge 4.4. Yusufeli genotipine ait eksplantlarin olusturmus oldugu direk stirgiin, kok,
kallus olusum sayilar1 ve basar1 oranlarina iligkin veriler

YUSUFELI GENOTIPIi
Eksplant Besi Ortami
Kaynag
MS0 MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 80
DS (adet) 0 0 0 0 0 0 0
DSBO (%) | %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0
Kok KO (adet) 50 13 3 0 21 0 2
KO BO (%) | %100 | %26 %6 %0 %42 %0 %2.5
KaO (adet) 0 7 30 0 9 0 0
KaO BO %0 %14 %60 %0 %18 %0 %0
(%)
Genel %100 | %40 %66 %0 %60 %0 %2.5
BO (%)
ES (adet) 50 50 50 50 110 50 100
DS (adet) 0 0 2 0 0 0 0
DSBO (%) | %0 %0 %4 %0 %0 %0 %0
Sap KO (adet) 40 1 0 28 26 3 0
KO BO (%) | %80 %2 %0 %56 %23.64 %6 %0
KaO (adet) 40 19 50 27 41 0 29
KO BO (%) | %80 %38 %100 %54 %37.27 %0 %29
Genel %160 | %40 | %104 | %110 %60.9 %6 %29
BO (%)
ES (adet) 50 50 50 60 80 50 100
DS (adet) 0 6 0 0 0 0 0
DSBO (%) | %0 %12 %0 %0 %0 %0 %0
Kotiledon | KO (adet) 2 5 2 1 27 0 2
KO BO (%) | %4 %10 %4 %1.67 | %33.75 %0 %2
KaO (adet) 0 0 0 0 11 0 2
KaO BO %0 %0 %0 %0 %0.125 %0 %2
(%)
Genel %4 %22 %4 %1.67 %47.5 %0 %4
BO (%)
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 50
DS (adet) 35 41 32 39 45 48 44
DS BO (%) | %70 %82 %64 %78 %90 %96 %88
Siirgiin | KO (adet) 17 4 2 14 19 14 11
Ucu KO BO (%) | %34 %8 %4 %28 %38 %28 %22
KaO (Adet) 0 1 0 0 3 6 2
KaO BO %0 %2 %0 %0 %6 %12 %4
(%)
Genel %104 | %92 %68 %106 %134 %232 | %114
BO (%)
BOG GBO(%) %92 | %48.5 | %60.5 | %519 | %69.6 | %35.5 | %28.8

ES: Eksplant Sayisi, DS: Direk Siirgiin, DS BO: Direk Siirgiin Basar1 Oran1 KO: K6k Olusumu, KO BO: K&k Olusumu
Basar1 Orani, KaO: Kallus Olusumu, KaO BO: Kallus Olusumu Basar1 Orani, Genel BO: Genel Basar1 Orani, BOG
GBO: Besi Ortamlarina Gore Genel Bagar1 Orani
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Sekil 4.6. a) Yusufeli genotipine ait MS4 ortaminda kotiledon eksplantinda gézlemlenen
kok olusumu; b) Yusufeli genotipine ait yalin MS ortamina ait sap eksplantinda
gozlemlenen kallustan siirgiin olusumu; ¢) Yusufeli genotipine ait MS6 ortamina ait sap
eksplantinda gozlemlenen kallus olusumu; d) Yusufeli genotipine ait MS5 ortamina ait
siirglin ucu eksplantinda gozlemlenen direk siirglin ve kallus olusumu; e) Yusufeli
genotipine ait yalin MS ortaminda siirgilin ucu eksplantinda gozlemlenen direk siirgiin ve
kok olusumu.
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Yusufeli Genotipinin Kok Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlar (%)

m Direk siirgiin olusumu Kok olusumu  mKallus olusumu

MSO0 MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6

Sekil 4.7. Yusufeli genotipine ait kok eksplantinda olusan rejenerasyon basari oranlari
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Yusufeli Genotipinin Sap Eksplantindan Rejenerasyon Basar:
Oranlanr (%)

® Direk siirgiin olusumu Kok olusumu  ®Kallus olusumu
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Sekil 4.8. Yusufeli genotipine ait sap eksplantinda olusan rejenerasyon bagari oranlari

MS6

Yusufeli Genotipinin Kotiledon Eksplantindan Rejenerasyon
Basar1 Oranlari (%)

® Direk siirgiin olusumu Kok olusumu  ®Kallus olusumu
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Sekil 4.9. Yusufeli genotipine ait kotiledon eksplantinda olusan rejenerasyon basari
oranlari
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Yusufeli Genotipinin Siirgiin Ucu Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlan (%)
M Direk stirgin olusumu Kok olusumu M Kallus olusumu
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Sekil 4.10. Yusufeli genotipine ait siirgiin ucu eksplantinda olusan rejenerasyon basari
oranlari

Cizelge 4.4’ten ve Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10’un incelenmesinden de anlasilacagi
gibi Karalahana MS alt kiiltiirlerinin farkli hormon kombinasyonlarinda kok, sap,
kotiledon eksplant tiirlerine gore farkli basar1 oranlart elde edilmistir.

Yusufeli genotipinde kiiltiire alinan kok eksplantindan petri basina 10 adet her bir
ortam i¢in yaklasik 5-8 tekerriir olmak iizere toplam 380 adet kok alt kiiltiire alinmastir.
Sap eksplant1 i¢in petri basina 10 adet 5-11 tekerriir 460 adet sap alt kiiltiire alinmustir ve
kotiledon eksplant1 i¢in ise yine petri bagina 10 adet 5-10 tekerriir 440 adet kotiledon ve
stirglin ucu eksplanti i¢in ise yine petri basina 10 adet 5 tekerriir 350 adet alt kiiltiire
alimustir.

Genel basar1 oranlar1 kok eksplantinda yalin MSO alt kiiltiirii %100 olarak
gbzlemlenmis olup en iyi oran ise sap eksplantinda yine MSO yalin alt kiiltiirii ile %160
olarak gozlemlenmistir. Kotiledonda ise en 1yi %47 oraninda MS4 besi ortamindan elde
edilmistir ve siirgiin ucu eksplantinda ise MS5 besi ortaminda %232 oraninda en iyi
rejenerasyon gézlemlenmistir.

Yine bu li¢ eksplant arasinda biitiin besi ortamlar1 ele alindiginda en yiiksek
rejenerasyonun MS0 alt kiiltiiriinde yani yalin besi ortaminda %92 orani ile ve en diisiik
ise MS6 alt kiiltiiriinde yani 1.0 mg/lt BAP+1.0 mg/It IAA hormonlarini igeren ortamda
ile %28.8 olarak gerceklesmistir.
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4.5. In Vitro Ortamda Cimlendirilen Yusufeli Genotipine Ait Karalahana BitKisinin

Eksplantlar1 icin Kallus Sayilari, Kallustan Siirgiin Olusum Sayilar1 ve Basari
Oranlarina (%) iliskin veriler.

In vitro ortamda ¢imlendirilen Karalahana igin yapilan Yusufeli genotipinin
eksplanlarindan elde edilen alt kiiltiirlerden kallus olusumu, kallusdan siirgiin olusumu ve
basari oranlar1 Cizelge 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Yusufeli genotipinin eksplantlarina ait kallustan siirglin olusum sayilar1 ve

basari oranlarina iliskin veriler

YUSUFELI GENOTIPi
Eksplant Besi Ortamm
Kaynag
MS0 MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 | MS6
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 80
KaO (adet) 0 7 30 0 9 0 0
Kok KSO (adet) 0 0 0 0 0 0 0
KSO BO - - %0 - %0 - -
(%)
ES (adet) 50 50 50 50 110 50 100
KaO (adet) 40 19 50 27 41 0 29
Sap KSO (adet) 2 0 0 0 0 0 0
KSO BO %S5 %0 %0 %0 %0 - %0
(%)
ES (adet) 50 50 50 50 80 50 100
KaO (adet) 0 0 0 0 11 0 2
Kotiledon | KSOQ (adet) 0 0 0 0 0 0 0
KSO BO - - - - %0 - %0
(%)
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 50
KS(Adet) 0 1 0 0 3 6 2
Siirgiin Ucu | KSO (Adet) 0 1 0 0 0 1 1
KSO BO - %100 - - %0 %16.6 | %50
(%)

ES: Eksplant Sayisi, KaO: Kallus Olugumu, KSO: Kallustan Siirgiin Olusumu, KSO BO: Kallustan Siirgiin Olusumu
Bagar1 Orani

Cizelge 4.5 incelendiginde Yusufeli genotipinde kallustan siirgiin olusumunda basari
orani en fazla siirglin ucu eksplantinda %100 ile MS1 alt kiiltiir ortaminda
gozlemlenmistir. Kok ve kotiledon eksplantlari icin kallustan siirgiin olusumu genel
olarak hesaplanamamistir fakat kok icin MS2 ve MS4, kotiledon i¢in ise MS4 ve MS6 alt
kiiltiirlerinde gozlemlenen rejenerasyon sonuglart %0 olarak hesaplanmaistir.
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4.6. In Vitro Ortamda Cimlendirilen Arhavi Genotipine Ait Karalahana Bitkisinin
Kok, Sap, Kotiledon ve Siirgiin Ucu Eksplantlar1 i¢in Rejenerasyon Sonuglar

In vitro ortamda ¢imlendirilen Arhavi genotipinin kdk eksplantindan elde edilen
alt kiiltiirlerinden kok olusumu, kallus olusumu ve kallusdan siirgiin olusum oranlari
Cizelge 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.11.a’da Arhavi genotipine ait MSO ortaminda kok eksplantinda
gozlemlenen direk siirgiin ve kallus rejenerasyonu goriintiisii, Sekil 4.11.b’de ise Arhavi
genotipine ait MS3 ortaminda kotiledon eksplantinda goézlemlenen direk siirgiin
rejenerasyonu gorlniitiisii, Sekil 4.11.c’de Arhavi genotipine ait MS4 ortaminda siirglin
ucu eksplantinda gozlemlenen direk siirglin ve kok rejenerasyonu goriiniitiisi, Sekil
4.11.d’de Arhavi genotipine ait MS1 ortaminda siirglin ucu eksplantinda gbzlemlenen
direk siirgiin rejenerasyon goriiniitiisii, Sekil 4.11.e’de Arhavi genotipine ait MSO
ortaminda sap eksplantinda gézlemlenen direk siirgiin rejenerasyon goriiniitiisii ve Sekil
4.11.£de Arhavi genotipine ait MS2 ortaminda sap eksplantinda goézlemlenen direk
siirglin rejenerasyon goriiniitiisii yer almaktadir.

Cizelge 4.6. Arhavi genotipine ait eksplantlarin olusturmus oldugu direk siirgiin, kok,
kallus olusum sayilar1 ve basar1 oranlarina iliskin veriler

ARHAVI GENOTIPI
Eksplant Besi Ortam
Kaynag
MS0 | MSI1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 50
DS (adet) 0 0 0 0 0 0 0
DS BO (%) %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0
Kok KO (adet) 50 14 8 13 21 38 40
KO BO (%) | %100 | %28 %16 %26 %42 %76 %80
KaO (Adet) 1 7 14 7 13 10 22
KaO BO %2 %14 %28 %14 %26 %20 %44
(%)
Genel BO %102 | %42 %44 %40 %68 %96 %124
(%)
ES (adet) 50 50 60 50 50 50 50
DS (adet) 0 0 1 0 0 0 0
DS BO (%) %0 %0 %1.67 %0 %0 %0 %0
KO (adet) 40 1 1 9 50 0 0
Sap KO BO (%) | %80 %2 %]1.67 %18 %100 %0 %0
KaO (Adet) 31 46 40 46 9 30 38
KaO BO %62 | %92 | %66.67 | %92 %9 %60 %76
(%)
Genel BO %42 | %94 %70 %110 %118 %60 %76
(%)
ES (adet) 50 50 50 50 60 50 60
DS (adet) 0 0 0 8 1 0 0
DS BO (%) %0 %0 %0 %16 %1.67 %0 %0
KO (adet) 2 0 8 44 60 2 16
Kotiledon | KO BO (%) %4 %0 %16 %88 %100 %4 %26.67
KaO (Adet) 0 0 10 8 1 0 15
KaO BO %0 %0 %20 %16 %1.67 %0 %30
(%)

(Devam arkada)
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Cizelge 4.6’nin devami

Genel BO (%) | %4 | %0 %36 %12 | %1033 | %4 %51.7
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 50
DS (adet) 39 45 43 49 40 43 50
Siirgiin | PS BO (%) %78 | %90 | %96 %98 %80 %86 | %100
Ucu | KO (adet) 17 0 0 30 22 0 0
KO BO (%) %34 | %0 %0 %60 %d4 %0 %0
KaO (Adet) 0 1 0 0 0 3 2
KaO BO (%) %0 | %2 %0 %0 %0 %6 %d
Genel BO (%) | %112 | %92 | %96 | %158 | %124 | %92 D
BOG GBO(%) %90 | %57 | %619 | %107 | %1033 | %63 | %87.1

ES: Eksplant Sayisi, DS: Direk Siirgiin, DS BO: Direk Siirgiin Basari Oran1 KO: Kok Olusumu, KO BO:
K6k Olusumu Basar1 Orani, KaO: Kallus Olusumu, KaO BO: Kallus Olusumu Basar1 Orani, Genel BO:
Genel Basar1 Orani, BOG GBO: Besi Ortamlarina Gore Genel Basar1 Orani
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Sekil 4.11. a) Arhavi genotipine ait yalin MS ortaminda kok eksplantinda gézlemlenen
direk siirglin ve kallus rejenerasyonu; b) Arhavi genotipine ait MS3 ortaminda kotiledon
eksplantinda gozlemlenen direk siirgiin rejenerasyonu; ¢) Arhavi genotipine ait MS4
ortaminda siirgiin ucu eksplantinda gézlemlenen direk siirgiin ve kok rejenerasyonu; d)
Arhavi genotipine ait MS1 ortaminda siirgiin ucu eksplantinda gézlemlenen direk siirgiin
rejenerasyonu; e) Arhavi genotipine ait yalm MS ortaminda sap eksplantinda
gozlemlenen direk siirgilin rejenerasyonu; f) Arhavi genotipine ait MS2 ortaminda sap
eksplantinda gézlemlenen direk siirgiin rejenerasyon

Arhavi Genotipinin Kok Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlan (%)
M Direk slirglin olusumu 7 Kok olusumu  ® Kallus olusumu

120%
100%
80%
60%
40%
0%

MSO MS1 MS2 MS3 Ms4 MS5 MS6

Sekil 4.12. Arhavi genotipine ait kok eksplantinda olusan rejenerasyon basart oranlari
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Arhavi Genotipinin Sap Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlar (%)

M Direk strglin olusumu Kok olusumu  ®Kallus olusumu

120%

100%

80%
60%
40%
20%
0% L
MSO MS1 MS2 MS3 MS4

Sekil 4.13. Arhavi genotipine ait sap eksplantinda olusan rejenerasyon basari oranlari

MS5 MS6

Arhavi Genotipinin Kotiledon Eksplantindan Rejenerasyon
Basari Oranlari (%)
M Direk stirglin olusumu Kok olusumu  ® Kallus olusumu
120%
100%
80%
60%
40%
20%
Inn
MSO MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6

Sekil 4.14. Arhavi genotipine ait kotiledon eksplantinda olusan rejenerasyon basari
oranlari
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Arhavi Genotipinin Siirgiin Ucu Eksplantindan Rejenerasyon Basari
Oranlan (%)

M Direk slirglin olusumu Kok olusumu M Kallus olusumu

120%

100%

80%
60% -
40% -
20% -
0% - . T T
MSO MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6

Sekil 4.15. Arhavi genotipine ait siirgiin ucu eksplantinda olusan rejenerasyon basari
oranlari

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15’1n incelenmesinden de anlasilacagi
gibi alt kiiltiirlerin hormon kombinasyonlarinda kok, sap, kotiledon eksplant tiirlerine
gore farkli basari oranlari elde edilmistir.

Arhavi genotipinde kok eksplantindan petri basima 10 adet 5’er tekerriir olmak
tizere toplam 380 adet kok alt kiiltiire alinmistir. Sap eksplant1 i¢in petri basina 10 adet
her bir alt kiiltiir icin ise 5-6 tekerriir 360 adet sap alt kiiltiire alinmistir ve kotiledon
eksplanti i¢in besi ortami basina adet 5-6 tekerriir 370 adet ve siirglin ucu eksplanti i¢in
yine petri bagina 10 adet olacak sekilde 5 tekerriir 350 adet siirgiin ucu eksplanti alt
kiltiire alinmistir.

Yine bu dort eksplant icinde biitlin besi ortamlar1 arasinda en yiiksek
rejenerasyonun MS4 yani 1.0 mg/lt IAA hormon igeren ortamda %103.3 oraninda
gozlemlenmistir ve en diisiik ise MS2 yani 1.0 mg/lt BAP hormonunu i¢eren ortamda
%357 oraninda gozlemlenmistir.

4.7. In Vitro Ortamda Cimlendirilen Arhavi Genotipine Ait Karalahana Bitkisinin
Eksplantlar I¢in Kallus Sayilari, Kallustan Siirgiin Olusum Sayilar1 ve Basari
Oranlarina (%) iliskin veriler.

In vitro ortamda g¢imlendirilen Karalahana igin yapilan Arhavi genotipinin
eksplanlarindan elde edilen alt kiiltiirlerden kallus olusumu, kallusdan siirgiin olusumu ve
basari oranlar1 Cizelge 4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Arhavi genotipinin eksplantlarina ait kallustan siirgiin olusum sayilar1 ve
basari oranlarina iliskin veriler

ARHAVI GENOTIPi
Eksplant Besi Ortam
Kaynagi
MSO0 MS1 MS2 MS3 MS4 MSS MS6
ES (adet) 50 50 80 50 50 50 50
Kok KS(Adet) 1 7 14 7 13 10 22
KSO (Adet) 0 0 0 0 0 0 0
KSO BO (%) %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0
ES (adet) 50 50 60 50 50 50 50
Sap KS(Adet) 31 46 40 46 9 30 38
KSO (Adet) 3 0 0 0 0 0 0
KSO BO (%) | %9.68 %0 %0 %0 %0 %0 %0
ES (adet) 50 50 50 50 60 50 50
Kotiledon KS(Adet) 0 0 10 8 1 0 15
KSO (Adet) 0 0 0 4 0 0 0
KSO BO (%) - - %0 %350 %0 - %0
ES (adet) 50 50 50 50 50 50 50
Siirgiin KS(Adet) 0 1 0 0 0 3 2
Ucu KSO (Adet) 0 1 0 0 0 0 0
KSO BO (%) - %100 - - - %0 %0

ES: Eksplant Sayisi, KaO: Kallus Olugumu, KSO: Kallustan Stirgiin Olusumu, KSO BO: Kallustan
Siirgiin Olugumu Basar1 Orani

Cizelge 4.7 incelendiginde Arhavi genotipinde kallustan siirgiin olusumunda
basar1 oran1 en iyi siirgiin ucu eksplantinda MS1 yani 0.5 mg/lt BAP hormonunu igeren
ortamda %100 rejenerasyon gostermistir. En diislik rejenerasyon ise kok eksplantinda
biitiin alt kiiltiirlerde %0 olarak gozlemlenirken sap eksplantinin MSO alt kiiltiiriinde
%9.68 oraninda rejenerasyon gozlemlenmistir. Kotiledon eksplantinda MS0, MS1 ve
MSS5 alt kiiltiirleri ile siirgiin ucu eksplantinda MS0, MS2, MS3, MS4 ortamlarinda
kallustan siirgiin olusumunun basari orani hesaplanamamustir.

Biitiin bu veriler genel olarak degerlendirilecek olursa, eksplantlardan meydana
gelen ilk rejenerasyonlarin gozlemlendigi ortam yalin MSO ortami ve hormonlu MS4 yani
1.0 mg/lt TAA hormon igeren ortamdir. Yani karalahananin in vitro rejenerasyon
yeteneginin yiiksek oldugu fakat konsantrasyon arttik¢a rejenerasyon oraninin da diistiigii
gozlemlenmistir.

Arhavi, Yusufeli ve Rize genotiplerinde 6zellikle siirglin ucu eksplantlarinda, IAA
ve BAP hormonlariin beraber kullanildigi MS5 ve MS6 besi ortamlarinda direk stirgiin
rejenerasyonu %100 olarak en yiliksek sekilde gézlemlenmistir. Kallus olusumu ise ii¢
genotip icin de sap eksplantinda gézlemlenmis olup genelde IAA’in kullanildigi MS3 ve
MS4 besi ortamlarinda gézlemlenmistir. Kallustan siirgiin olusumu ise en yiiksek BAP
hormonunun kullanildigi MS1 besi ortaminda gézlemlenmistir.

43



BULGULAR I. ARAS

Cizelge 4.8. Besi ortamina iligkin varyans analizi tablosu

Besi Ortamm N Ortalama Sira
MSO0 60 216.07
MS1 62 221.17
MS2 61 224.90
Direk Siirgiin MS3 61 240.47
MS4 68 219.36
MSS5 60 220.18
MS6 73 219.78
Toplam 445
MSO0 60 281.08*
MS1 62 169.15°
MS2 61 151.21°
Sadece Kok" MS3 61 283.75%
MS4 68 316.932
MSS5 60 181.94°
MS6 73 176.48°
Toplam 445
MSO0 60 210.70
MS1 62 224.32
MS2 61 229.57
Kallus MS3 61 216.66
MS4 68 219.21
MSS5 60 219.73
MS6 73 238.02
Toplam 445
MS0 60 222.69
MSI1 62 218.52
Kallustan Siirgiin MS2 61 218.79
MS3 61 229.74
MS4 68 214.70
MSS5 60 234.06
MS6 73 223.60
Toplam 445

* (p<0.05) diizeyinde onemli
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Arastirmaya konu besi ortamlarindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan
istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Arastirmadan elde ediler verilere uygulanan istatistiki analiz sonucuna gore besi
ortamlar1 arasinda direk siirgiin, kallus ve kallustan siirglin olusumu bakimindan farklarin
istatistiki anlamda 6nemli olmadigi tespit edilmistir. Besi ortamlar1 arasinda sadece kok
olusumu bakimindan istatistiki anlamda %5 diizeyinde fark oldugu tespit edilmistir.
Sadece kok olusumu bakimindan istatistiki anlamda en iyi besi ortamlart MS0, MS3 ve
MS4 ayni grupta yer alirken MS1, MS2, MS5 ve MS6 ise bir alt grupta yer almistir
(Cizelge 4.8).

Arastirmaya konu eksplant kaynaklarindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan
istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Arastirmada kullanilan eksplant kaynaklarina iliskin varyans analizi
tablosu

Eksplant N Ortalama Sira
Kok 111 166.00?
Direk Siirgiin” Sap 120 170.10?
Kotiledon 114 183.14¢
Siirgiin ucu 100 395.18°
Toplam 445
Kok 111 248.17*
Sadece Kok Sap 120 205.18°
Kotiledon 114 210.41%
Siirgiin ucu 100 230.80%
Toplam 445
Kok 111 230.04°
Kallus” Sap 120 287.01°
Kotiledon 114 189.09¢
Siirgiin ucu 100 177.03¢
Toplam 445
Kok 111 211.50°
Kallustan Siirgiin* Sap 120 222.61%
Kotiledon 114 225.19%
Siirgiin ucu 100 233.74%
Toplam 445

* (p<0.05) diizeyinde 6nemli
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Arastirmadan elde ediler verilere uygulanan istatistiki analiz sonucuna gore
eksplant kaynaklar1 bakimindan direk siirgiin, sadece kok, kallus ve kallustan siirglin
olusumu bakimindan istatistiki anlamda %35 diizeyinde fark oldugu tespit edilmistir.

Direk siirgiin olusumu bakimindan kok, sap ve kotiledon ayni grupta yer alirken
stirglin ucu eksplant1 bir alt grupta yer almistir. Sadece kdk olusumu bakimindan kok ile
sap arasinda %5 diizeyinde fark oldugu tespit edilmistir. Kotiledon ve siirgiin ucu ise her
iki grupla da istatistiksel olarak benzer diizeyde oldugu goriilmiistiir. Kallus olusumu
bakimindan kok eksplanti ilk sirada, sap eksplant1 ikinci sirada ve kotiledon ile siirgiin
ucu eksplanti ise {igiincii sirada yer almistir. Kallustan siirgiin olusumu bakimindan kok
eksplanti birinci sirada, siirgiin ucu eksplanti ikinci sirada, sap ve kotiledon eksplantlari
ise bu iki grup arasinda yer almistir.

Arastirmaya konu karalahana genotiplerinden elde edilen veriler kullanilarak
yapilan istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Karalahana genotiplerine iligkin varyans analizi tablosu

Genotip N Ortalama Sira
Rize 145 229.94
Direk Siirgiin Arhavi 141 230.51
Yusufeli 159 210.01
Toplam 445
Rize 145 226.90%
Sadece Kok Arhavi 141 240.89*
Yusufeli 159 203.58°
Toplam 445
Rize 145 206.26*
Kallus” Arhavi 141 254.87°
Yusufeli 159 210.012
Toplam 445
Rize 145 233.10¢
Kallustan Siirgiin” Arhavi 141 219.35%
Yusufeli 159 217.03°
Toplam 445

* (p<0.05) diizeyinde onemli

Arastirmadan elde ediler verilere uygulanan istatistiki analiz sonucuna gore
karalahana genotipleri arasinda direk stirgiin olusumu bakimindan istatistiki anlamda fark
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yoktur. Sadece kok olusumu bakimindan Arhavi genotipinin en iyi ve Yusufeli
genotipinin ise bir alt grupta yer aldigi, Rize genotipinin ise her iki genotiple benzer
oldugu tespit edilmistir. Kallus olusumu bakimindan Rize ve Yusufeli genotiplerinin ayni
grupta yer aldig1 ve Arhavi genotipinin ise bir alt grupta yer aldig: tespit edilmistir.
Kallustan siirgiin olusumu bakimindan ise Rize genotipinin en iyi oldugu, Yusufeli
genotipinin bir alt grupta ve Arhavi genotipinin ise bu iki grup arasinda yer aldig1 tespit
edilmistir.
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5. TARTISMA

Brassica oleracea var. acephala, Brassica cgesitleri arasindan en eski, stres
faktoriine en direncgli ve besin degeri agisindan da oldukga yiiksek degerlere sahip bir
sebze cesitidir. Kaminska ve Sliwinska (2023) yapmis oldugu caligmada siirgiin ucu
eksplantlar1 kullanilarak gozlemlenen sonuglarda en etkili sonucun 2.5 mg/It BAP ile
saglanmis olup koklenme i¢in IAA hormonu kullanilmis olup en iyi koklenme 1.0 mg/It
ile saglanmistir. Tez ¢alismamizda ise, Yusufeli ve Arhavi genotipinde kok olusumunun
yalin besi ortaminda goriildiimiis, Rize genotipinde ise 1.0 mg/lt oraninda IAA hormonu
iceren ortamda koklenme saglanmustir.

Bir bagka c¢alismada ise BAP ve IAA hormonlarinin kullanildigi MS besi
ortamlarinda, Brassica juncea’nin hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindigi
ve en iyi siirgiin rejenerasyonununun ise 2.0 mg/lt BAP+0.5 mg/lt IAA hormonlarinin
bulundugu besi ortaminda saglandig1 bildirilmistir (Dhawan vd., 2000; Kog, 2015). Bizim
calismamizda ise sonuclar ele alindiginda siirgiin ucu eksplantinda direk siirgiin
rejenerasyonu agisindan 1.0 mg/It BAP+1.0 mg/lt IAA oranlarinda hormon kullanildig:
zaman ve 1.0 mg/lt oraninda IAA hormonu igeren ortam kullanildiginda en iyi
rejenerasyon saglandigr goriilmistiir.

Ono vd. (1994)’tarafindan Brassica napus L.’nin 100 c¢esitinde kotiledon
eksplantina ve bu eksplantin yasindaki advantif siirgiin rejenerasyonu iizerindeki etkisi
arastirtlmis olup en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun 4 mg/lt BAP igeren MS besi
ortaminda tespit edilmistir. Yazlik ve kishk Brassica napus L. olarak da ayrilan ¢esitlerin
ise siirgiin rejenerasyonunu etkilemedigi anlasilmistir (Ono vd., 1994; Kog, 2015) . Tez
caligmamizda ise direk siirglin rejenerasyonu en iyi stirglin ucu eksplantinda 1 mg/It BAP
iceren MS4 besi ortaminda ve 1.0 mg/lt BAP+1.0 mg/lt oranlarinda BAP ile IAA
hormonlarinin dengede bulundugu MS6 besi ortaminda gozlemlenmistir.

Bir bagka c¢alismada uygun bir protokol gelistirmek amaci ile lahana bitkisinin
kotiledon ve hipokotil kisimlar1 kullanilarak bitki rejenerasyon potansiyelleri
incelenmistir. Bu inceleme i¢in 9 giin steril sartlarda yetistirilmis Brassica oleracea L.
var. capitata fideleri tercih edilmistir. Otuz alt1 farkli besiyerinde kullanilan hormondan
en iyi sonu¢ alinan hormon kombinasyonlari, kotiledon eksplantinda 1.5 mg/l BAP ile
0.50 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP ile 0.25 mg/l IAA olmustur. Deney 3 tekerriirden
olusmustur ve her muamele 30 eksplant icermektedir. Kok rejenerasyonu en fazla 0.10
mg/l IBA hormonlu ortaminda %90 seklinde gozlemlenmistir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in
ise en yiiksek 2 mg/l BAP + 0.25 mg/l IAA hormon igeren ortamda, en diistik ise 1 mg/l
BAP + 0.50 mg/l TAA igeren ortamda gozlemlenmistir. Besi ortaminda 2,4-D
hormonunun kullanilmas1 halinde kalluslar gozlemlenmistir. Hormonlar arasindan
IBA’nin %89.63 oranla en yiiksek kok rejenerasyonu gosterdigini %88.85 ile IAA
hormonunun kotiledon eksplantinda istatistiksel olarak ayni1 seviyede oldugu
gozlemlenmistir. IAA hormonunda %89.63 oraninda ise hipokotil eksplantinda en yiiksek
kok rejenerasyonunun istatistiksel agidan %87.57 IBA hormonunda ve %83.61 ise NAA
hormonlarinda ayni oldugu tespit edilmistir. %71.11 NAA ve %61.66 oranlarinda
kotiledon ekplantinda daha az sekilde gézlemlenirken hipokotil eksplantinda ise %70.36
oraninda 2,4-D hormonunda daha az etkili oldugu gozlemlenmistir ¢linkii bitki
stirglinlerinin tabaninda kalluslarin meydana geldigi gézlemlenmistir (Sharma vd., 2014).

48



TARTISMA i. ARAS

Bu caligmada ise istatistiki analiz sonuglarina gore besi ortamlar1 arasinda, sadece kok
olusumu agisindan %5 farklilik tespit edilmistir.

Cristea vd. nin yapmis oldugu ¢alismada Brassica oleracea L. var. capitata bitkisi
kullanilarak in vitro kiiltiiriinden elde edilen farklit MS besi ortamlarinin hormonlar
kullanilarak mikrogogaltim ve iklimlendirilmesi amaci ile uygun bir protokol
gelistirilmesi hedeflenmistir. Elde edilen en iyi siirgiin sayist %97.5 oraninda 2 mg/It
BAP+0.5 mg/lt IAA hormonlu ortamda gozlemlenmistir. Vejetatif tomurcuklar da en
yiikksek BAP hormonlu ortamda gozlemlenmistir. Giiclii kokleri olan rejeneratif siirgiin
sayisi ise IAA hormon ilavesi ile artmistir (Cristea vd., 2007). Bizim ¢alismamizda genel
bir degerlendirme yapildig1 zaman en iyi koklenmenin 1.0 mg/lt IAA kullanilan besi
ortaminda gerceklestigi goriilmiistiir. En 1yi siirglin rejenerasyonu ise 1.0 mg/lt BAP
kullanilan besi ortaminda gbzlemlenmistir.

Brassica eksplantlarindan organogenez ve somatik embriyogenez yontemi ile in
vitro ortamda bitki rejenerasyonunu konusunu aydmnlatmak amaci ile Ravanfar vd.,
yaptig1 ¢alisma ile in vitro rejenerasyon sisteminin ekonomik degerini artirmada dnem
arz ettigi kanisina varilmistir. Sitokininler, hiicre boliinmesini saglayabilmek i¢in genelde
bir oksin ile kullanildiginda bitkinin biiylime ve gelismesini tesvik eder. BAP, en sik
kullanilan sitokinin hormonlar1 arasinda yer almaktadir. Calismada ele alinan bir
Brassicaceae (turpgiller) tiiri olan B. oleracea L.'den siirglin rejenerasyonu elde
edebilmek i¢in en sik kullanilan NAA oksin ile sitokinin hormonu birlikte kullanilmistir
(Bhalla & De Weerd, 1999; Zhang vd., 2011; Ravanfar vd., 2017). Caligmada, siirgiin
rejenerasyonunun artmasinda genetik doniisiim verimliligini iyilestirmenin bir sonucu
oldugu tespit edilmistir (Ravanfar vd., 2017).

Ahmad ve Spoor (1999) tarafindan yapilan ¢alismada Brassica oleracea L.var
acephala (Kivircik lahana) bitkisi iizerinde yapilan bitki biiyiime diizenleyicileri ile ilgili
calisgmada NAA (Naftalen asetik asit) ve BAP (6-Benzil Amino Purin) hormonlari
kullanilmistir. Birlikte ve ayri ayri kullanilan bu hormon konsantrasyonlarinda farkli
etkiler tespit edilmistir. Bu iki hormon dengede oldugu zaman kallus biiylimesi
gozlemlenmistir. NAA hormonunun hi¢ kullanilmadigi ya da diisiik konsantrasyonda
kullanildig1 besi ortamlarinda siirgiin olusumu tespit edilmistir. Maksimum kallus
bliytimesi 1-1.5 mg/lt NAA ve BAP eklenen ortamlarda goézlemlenirken, sadece 1
mg/lt BAP ile desteklenen ortamlarda en iyi rejenerasyon tespit edilmistir. Bizim
calisgmamizda ise NAA yerine IAA kullanilmistir ve calisma ile benzer sekilde IAA
hormonu hi¢ kullanilmadigr zaman ya da diisiik miktarlarda kullanildiginda stirgiin
olusumu gozlemlenmistir. Maksimum kallus 1 mg/lt BAP ile desteklenen ortamda
gozlemlenmistir.

Bizim tez ¢alisamiz ise genel olarak degerlendirilecek olursa, BAP ve TAA
hormonlar1 birlikte ve ayri ayr1 kullanilarak diger calismalardaki gibi farkli etkiler
goriilmiistiir. Genel rejenerasyon sonuglari degerlendirildigi zaman 1.0 mg/lt [AA
kullanilan MS4 ve hi¢ hormon kullanilmayan yalin besi ortaminda en iyi rejenerasyon,
0.5 mg/It BAP oraninda hormon kullanildig1t MS1 besi ortaminda en diisiik rejenerasyon
gozlemlenmistir.

Besi ortamlarina gore ise genel bagart oranlart degerlendirildiginde en yiiksek
rejenerasyonlar, Rize genotipinde 1.0 mg/It IAA kullanilan MS4, Arhavi genotipinde 0.5
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mg/It IAA kullanilan MS3 ve Yusufeli genotipinde ise kontrol olarak kullanilan yalin besi
ortami olan MS0’da gdzlemlenmistir. En diisiik rejenerasyonlar ise Rize ve Arhavi
genotipi i¢in 0.5 mg/lt BAP kullanilan MS1 ve Yusufeli genotipi i¢in ise 1.0 mg/lt
BAP+1.0 mg/lt IAA oranlarinda esit miktarlarda hormon kullanilan MS6 besi ortaminda
tespit edilmistir.
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6. SONUC

Karalahana Brassicaceae familyasindan Brassica cinsi igerisinde Brassica
oleracea L. var acephala olarak smiflandirilmaktadir (Acikgoz, 2014; Giiveng, 2016;
Yasar, 2023). Akdeniz kokenli olan Karalahana besin degeri, saglik ve ekonomik agidan
olduk¢a onemli olmas1 bakimindan bir¢ok agidan literatiir ¢calismalarina konu olmustur.
Brassica cinslerinde bitkilerin besin igerikleri mevsim degisimlerden etkilenir (A¢ikgoz,
2014). Bu bitkiye ihtiyag arttikca, dis faktorlerden etkilenmemesi agisindan farkli in vitro
calisma protokolleri gelistirilmistir. Bu c¢alismada, Karalahana’nin Rize, Arhavi ve
Yusufeli genotiplerinin kok, sap ve kotiledon eksplantlarindan farkli konsantrasyonlarda
Indol-3-Asetik Asit (oksin) ve 6-Benzyl amino piirin (Sitokinin) hormonlarmin icerdigi
7 farkli MS besi ortamlarinda in vitro rejenerasyon g¢alismasi yapilmistir. Yusufeli
ekimleri i¢in biitiin magentalarda tohum kaynakli oldugu tahmin edilen kontaminasyonlar
gozlemlenmistir.

Rize genotipi i¢in;

- Direk Siirgiin rejenerasyon basar1 orani en fazla siirglin ucu eksplantinda 1.0 mg/It
IAA (MS4) hormonu igeren ortamda %100 oraninda gzlemlenmistir.

- Kok olusumunda en yiiksek basar1 orani ise sap ve kotiledon eksplantlarinda 1.0
mg/lt IAA (MS4) hormonu i¢eren ortamda %100 oraninda gézlemlenmistir.

- Kallus olusumunda ise en yiiksek rejenerasyon, sap eksplantinda %44 oraninda
1.0 mg/lt IAA (MS4) hormonu igeren ortamda gézlemlenmistir.

- Kallustan siirgiin olusumu ise en yiiksek BAP ve IAA hormonlarinin birlikte ve
ayri ayrt da kullanilmis oldugu MS1, MS3 ve MSS5 ortamlarinda %100
rejenersyon gézlemlenmistir.

Arastirmada kullanilan besi ortamlar1 bu dort eksplant kaynagi bakimindan
birlikte degerlendirildiginde en yiiksek rejenerasyonun MS4 (1.0 mg/lt IAA) besi
ortaminda %126.4 oraninda gozlemlendigi ve en diisiik rejenerasyonun ise MS1 (0.5
mg/lt BAP) besi ortaminda %32 olarak gozlemlendigi tespit edilmistir.

Yusufeli genotipi igin;

- Direk siirgiin rejenerasyonu en fazla 1.0 mg/lt BAP+0.5 mg/lt IAA (MS5)
hormonlarint igeren ortamda siirglin ucu eksplantinda %96 oraninda
gbzlemlenmistir.

- Kok olusumu ise yalin besi ortaminda (MSO0) en yiiksek, kok eksplantlarindan elde
edilmis olup %100 oraninda gozlemlenmistir.

- Kallus olusumunda ise en yiiksek rejenerasyon, 1.0 mg/lt BAP (MS2) hormonu
iceren ortamda sap eksplantinda %100 oraninda gézlemlenmistir.

- Kallustan siirgilin olusumu ise en fazla 0.5 mg/lt BAP (MS1) hormon igeren besi
ortaminda %100 rejenerasyon gozlemlenmistir.

Arastirmada kullanilan besi ortamlar1 bu dort eksplant kaynagi bakimindan
birlikte degerlendirildiginde en yiiksek rejenerasyon kontrol olarak kullanilan MSO (1.0
mg/It IAA) yalin besi ortaminda %92 orani ile ve en diisiik ise MS6 (1.0 mg/lt BAP+1.0
mg/lt IAA)’in dengede oldugu besi ortaminda %28,8 olarak gerceklesmistir.
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Arhavi genotipi i¢in;

- Direk siirgiin rejenerasyonu en fazla 1.0 mg/lt BAP+1.0 mg/lt IAA (MS6)
hormonu iceren ortamdan elde edilmis olup siirgiin ucu eksplantinda %100 olarak
gbzlemlenmistir.

- Kok olusumu ise en yiiksek kok eksplant ekimi yapilan yalin besi ortaminda
(MSO0) ve %100 oraninda gozlemlenirken sap ve kotiledon eksplantinda 1.0 mg/It
IAA (MS4) hormonu igeren besi ortaminda yine %100 oraninda gdzlemlenmistir.

- Kallus olusumunda ise en yiiksek rejenerasyon, sap eksplantinda 0.5 mg/It BAP
(MS1) ve 0.5 mg/It IAA (MS3) hormonu iceren besi ortamlarinda %92 oraninda
gbzlemlenmistir.

- Kallustan siirglin olusumu ise en yiiksek siirgiin ucu eksplantinda 0.5 mg/It BAP
(MS1) besi ortaminda %100 oraninda gergeklesmistir. Genel olarak kallus
gozlemlenemedigi i¢in kallustan siirgiin de gozlemlenememis olup kallustan
slirgilin rejenerasyon oranlar1 hesaplanamamastir.

Aragtirmada kullanilan besi ortamlar1 bu dort eksplant kaynagi bakimindan
birlikte degerlendirildiginde MS3 (0.5 mg/lt TAA) besi ortaminda %107 oraninda en
yiiksek rejenerasyon gozlemlenmistir. En diisiik ise MS1 (0.5 mg/It BAP) besi ortaminda
%357 oraninda gergeklestigi tespit edilmistir.

Arastirmadan elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde Karalahana’nin 3
genotipinin de in vitro rejenerasyon sonuglarinin genotip, ortam bilesenleri ve eksplant
kaynagina bagl olarak degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica genel olarak en iyi
besi ortaminin yalin besi ortami olan MSO ve MS4 yani 1.0 mg/lt IAA hormon ilaveli
besi ortami olarak kullanilmasinin rejenerasyon olusumu agisindan etkili oldugunun, 0.5
mg/lt BAP kullanilan besi ortamlarindan MS1 ortaminda diisiik rejenerasyonlar
gozlemlendigi i¢in tercih edilmemesi gerektigi kanisina varilmistir.

Karalahana in vitro kiiltliriinde daha etkili sonuglar elde edebilmek igin;

- Farkli eksplant ¢esitleri kullanilabilir,

- Daha farkli hormon ¢esitleri ve farkli konsantrasyon araliklarinda hormon dozu
optimizasyonu yapilabilir,

- In vitro kiiltiir sonras1 bitkilerin dis ortama adaptasyonu ¢alisilabilir ya da farkl
genotiplerin doku kiiltiiriine uyumlar1 calisilarak genotipin basar1 oranlari
tizerindeki etkileri incelenebilir.
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