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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Helichrysum arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum Davis Et Kupicha
TURUNUN MIKRO COGALTIMI VE DIS KOSULLARA ADAPTASYONU

Giilsen AKCA

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damgman: Dr. Ogretim Uyesi Seyma ONLU

Bu tez ¢alismasinda, Helichrysum arenarium (L) Moench subsp. erzincanicum Davis Et Kupicha
tirliniin mikrogogaltimi, kallus eldesi ve dis kosullara alistirma ¢alismalar1 yiirtitilmiistir. H. arenarium
subsp. erzincanicum tohumlar1 %7.5’luk sodyum hipoklorit soliisyonu ve 42°C etiivde 24 saat bekletilerek
yiizey sterilizasyonu saglanmistir. Tohumlar, 1 mg/L BAP+ 1 mg/L GAs igeren MSB5 besin ortaminda
¢imlendirilmistir. Tohumlardan elde edilen steril bitkiciklerin 1 mg/L BAP igeren MSBS5 besin ortaminda
sekiz hafta sonunda siirgiin rejenerasyon oran1 %99.1, eksplant basina siirgiin sayis1 ise 22.1 olarak tespit
edilmistir (p<0.05). Bir ayin sonunda 1 mg/L BAP iceren besin ortaminda siirgiinlerin etrafinda kalluslar
olugsmustur. Kalluslarin ¢ogaltimi 2 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA igeren MSBS5 ortaminda %80.2 oraninda
bagar1 saglanarak yapilmigtir. 1 mg/L BAP igeren besin ortaminda biiyiiyen siirgiinlerde kararmalar
meydana geldiginden, 5 mg/L KIN + 0.5 mg/IAA L igeren MSB5 ortaminda transfer edilerek siirgiin sayisi
(%60) arttirilmistir. Elde edilen siirgiinler 1 mg /L IBA igeren besin ortaminda %77.8 oraninda
koklendirilmistir. Boylece endemik H. arenarium subsp. erzincanicum tiirii i¢in etkili tohum sterilizasyonu
ve mikrogogaltim protokolii olusturulmustur.

2023, 40 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Endemik tiir, Helichrysum arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum
Davis Et Kupicha, Giberellik asit, Kinetin, Mikrogogaltim



ABSTRACT

MS THESIS

MICROPROPAGATION AND ACCLIMATIZATION OF Helichrysum
arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum Davis Et Kupicha

Giilsen AKCA

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Biology

Advisor: Assist. Prof. Dr. Seyma ONLU

In this thesis, studies of micropropagation, callus and acclimatization were carried out for
Helichrysum arenarium (L) Moench subsp. erzincanicum Davis Et Kupicha species. Seeds of H. arenarium
subsp. erzincanicum were kept in 7.5% sodium hypochlorite solution and 42°C oven for 24 hours to ensure
surface sterilization. The seeds were germinated in MSB5 nutrient medium containing 1 mg/L BAP + 1
mg/L GAs. After 8 weeks, the shoot regeneration rate of sterile plantlets was 99.1% and the number of
shoots per explant was 22.1 which obtained from MSB5 nutrient medium containing 1 mg/L BAP (p<0.05).
At the end of one month, calluses were formed around the shoots in the nutrient medium containing 1 mg/L
BAP. Reproduction of calli was done in MSB5 medium containing 2 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA with rate
of 80.2%. Since necrosis occurred in shoots growing in nutrient medium containing 1 mg/L BAP, the
number of shoots were increased by transferring them to MSB5 medium containing 5 mg/L KIN + 0.5
mg/IAA (60%). The shoots obtained were rooted at a rate of 77.8% in nutrient medium containing 1 mg/L
IBA. Thus, an effective seed sterilization and micropropagation protocol has been established for endemic
H. arenarium subsp. erzincanicum species.

2023, 40 Pages

Keywords: Endemic species, Helichrysum arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum Davis Et
Kupicha, Giberellicacid, Kinetin, Micropropagation



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez calismalarim boyunca, degerli bilgilerini benimle paylasan,
rehberlik edip yol gdsteren, yardimlarini ve tecriibelerini esirgemeyen degerli danisman
hocam Dr. Ogretim Uyesi Seyma ONLU ’ye, istatistik analizlerime yardimc1 olan Dr.
Ogr. Uyesi Selguk AYDEMIR e, yiiksek lisans ders asamasinda degerli katkilar sunan
Mus Alparslan Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Ogretim Uyelerine
tesekkiirlerimi sunarim.

Yapici fikirleri ve tavsiyeleriyle ¢alismalarimda emegi olan Mustafa KAHY A’ya,
beraber ¢aligmaya bagladigimiz ilk giinden bu yana ilgisini eksik etmeyen, ayn1 zamanda
materyal teminimizi saglayan Dr. Ogretim Uyesi Ahmet YENIKALAYCI’ya,
laboratuvar ¢alismalarinda yardimei olan Ogr. Gor. Sefa ISIK a; hayatim boyunca bana
maddi ve manevi destek olan annelerim Emine CORUK ve Huriye AKCA ’ya; babalarim
Halil CORUK ve Omer AKCA ‘ya, her kosulda yanimda olan destegini ve sevgisini hep
hissettigim canim esim Riza Mert AKCA ve tabi ki onun annesi olmaktan gurur
duydugum, belki de bu ¢alismada en ¢ok emegi olan biricik oglum Omer AKCA ‘ya en
icten TESEKKURLERIMI sunmayi bir borg bilirim.

Giilsen AKCA
MUS, Haziran 2023

Vi



ICINDEKILER

OZET ... Y%
AB ST RACT <. %
TESEKKUR ..ottt sttt ettt e et e e n e neeeeeees Vi
ICINDEKILER ........ocoooiiiiiieetcceeeeeeeee ettt vii
SIMGELER ve KISALTMALAR ........ccocooiiiiiiiiiteiseeese s viii
SEKILLER DIZINI......coooiiiiiiiiiiiiieese e iX
CIZELGELER DIZINI ......coooioiiiieeeeee e X
Lo GIRIS oottt 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ......ooooiiiiiiiii s 3
2.1 HElICNIYSUM CHNSI...iiiiiiiiiiiieieesc et 3
2.1.1. Genel OZEIIKIETT......eoiuiiiiieiicieeee e 3
2.1.2. Geleneksel KUlanimi .......cooeeiiiiiiniiiiiie e 6
2.2. Bitki Doku Kiiltiirii ve Bitki Biiylime Diizenleyicileri.........ccocovveiiiiiieiiiniieiieee 8
2.3. Helichrsyum Cinsinde 5 vitro AraStirmalar...............cccoceveeecveriversrecsesseeseseesnen, 10
3. MATERYAL Ve YONTEM........ccoviiiiiiiiiiiiiinississiesssssiesiessesissssissis e 15
3L IMIBEEIYAL ...t 15
B ) 1131 s RO PP RPTUPRRPPRUPRPUPPPTN 15
3.2.1. Tohum ylizey SteriliZaSYONU..........covriuiiieiiiiiiee et 15
3.2.2. SUrglin SteriliZaSYONU .......ccciviiiiiieiiiiii i 17
3.2.3. Besin ortam1 ve KGItHr KOSULIArt .......coovviiiiiiiiie e 18
3.2.4. SUrglN T€JENETASYONU ....eivveuriiiiiiiieitissiesieeste e sb s sb s e e nre s 19
3.2.5. KallUS @ELISIMI . ..cveeiiiiiiiiieiee et 20
3.2.6. Koklendirme ¢aliSmalart .........ccuveiiiieiiiieiiiie e 21
3.2.7. 1statiStiKSEl ANALIZIET .......cvcveveveveveeeeeeceeteeeteeeecee ettt ettt ettt eeeens 21
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA.........cccoooiiiiiicie s 22
4.1, Aragtirma Bul@UIart .........ocoooviiiiii e 22
4.1.1. Tohum sterilizasyon SONUGIATL...........cccovivriiiiiiiiii s 22
4.1.2. Kiiltiir ortamindan alinan stirgiinlerin sterilizasyon sonuglart ...........ccc.ceevrvenne. 24
4.1.3. Siirgiin rejenerasyonu SONUGIATT .........coivvviiiiiiiiiii s 24
4.1.4.KIN ve IAA biiylime diizenleyicilerinin siirgiin rejenerasyon sonuglart .............. 25
4.1.5. KallUS OIUSUMU....ciiuiiiiiiiiiiiiie sttt e e e e b e e anseeeanseeeas 26
4.1.6.Koklendirme ve dis kosullara aligtirma SOnUGIart ............cceeveeieenieniiniiiiieeninns 29
O - 4 5 1) 1 o V- RSOSSN 31
5. SONUC ve ONERILER............cccoiviiiiieeieeeeeeee et 35
KAYNAKLAR e 36

vii



Simgeler

ug . Mikrogram

um . Mikrometre

uL . Mikrolitre

M . Molar

uM : Mikromolar

dm? . Desimetre kiip

a : Alfa

§ . Beta

Y . Gama

°C . Santigrat (Celcius) derece

% . Yiizde

Kisaltmalar

MS . Murashige&Skoog
MSB5 . Murashige&Skoog + Gamborg B5 vitamin mix
LS : Linsmaier&Skoog

NAA . Naftelen Asetik Asit

IBA . Indol 3-Biitirik Asit

BAP . 6- Benzil Amino Purin
IAA . Indol Asetik Asit

2,4-D . 2,4 Diklorofenoksiasetik asit
TDZ . Thidiazuron

ZEA . Zeatin

KIN : Kinetin

GA3 . Gibberellik Asit

NaOH : Sodyum hidroksit

NaOClI : Sodyum Hipoklorit

HCI . Hidroklorik asit

H202 . Hidrojen peroksit
CH2Cl . Metilen klorit

FEEDTA . Ferrik EDTA

HgCl. . Civa kloriir

TLC . Ince tabaka kromotografisi
DPPH . 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil
ICs0 . Yar1 maksimum inhibitor konsantrasyon inhibe etme giicii
C2HsOH . Etilen

PPM . Plant Prezervative Mixture
Gamborg B5 : Gamborg medium

SH . Schenk ve Hildebrandt
DKW . Driver and Kuniyuki

SIMGELER ve KISALTMALAR

viii



SEKILLER DiZIiNi

Sekil 2.1 H. arenarium tiiriiniin Tiirkiye cografyasinda yay1lis1 .......ccccvvreiiriiiiiniiiinecseesecee 5
Sekil 2.2 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin Tiirkiye cografyasinda yayilisi.........cocoovevrerinnnne. 6
Sekil 3.1 Helichrysum arenarium (L) Moench subsp. erzincanicum Davis et Kupicha bitkisinin bahgedeki
GOTUNTMIL ... s bbb bbb e s sb e re s e s 15
Sekil 4.1 H. arenarium subsp. erzincanicum tohumlarimin MS vitamin, MSB5, MS Salt, Gamborg B3,
LS, SH ve Gamborg B5 vitamin mix igeren besin ortamlarinda ¢imlenme oranlari ............cc..eene. 23
Sekil 4.2 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin MSBS5 besin ortamina 1 mg/L BAP ilave edilerek
stirgiin rejenerasyonu (a) bitkinin ilk aktarildig1 giin (b) bitkinin 8 hafta sonundaki hali ................ 25

Sekil 4.3 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin MSBS5 besin ortamina KIN (5 mg/L)+IAA(0.5
mg/L) ilave edilerek siirgiin geligimi, (a) bitkiciklerin ilk aktarildig: giin (b), (c) ve (d) bitkiciklerin

30 glin SONTAKT NALT ...veeiiiiieie e 26
Sekil 4.4 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriniin, 2,4 D igeren MSB5 ortaminin kallus geligimi
TZETIIE ©TKIST vttt st ste ettt ettt sttt b e bttt b e h bt ht e bt e bt e bt e st e e b b e s b e e eb e e e be e bt eabeeabeebeenbeebeanbeaneeas 27
Sekil 4.5 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, TDZ ve NAA i¢eren MSB35 ortaminin Kallus
ElISIMIE TUZETINE CTKIST...eviiviiiiieitiiriie e 27
Sekil 4.6 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriniin, TDZ ve Pikloram igeren MSB35 ortaminin kallus
ELISIMIE TZETINE CTKIST. . evviviiiiiiiitiit it 28

Sekil 4.7 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin, MSB5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki (a) 2,4 D, iceren MSB5 ortamda gelisim gdsteren kalluslar (b) ve (c) 2mg/L

TDZ+ Img/L NAA iceren ortamda gelisim gosteren kalluslar ..........ccoccoovveiiiiiniiiiiiciicneeee 28
Sekil 4.8 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkiciklerinin, MSB5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki IAA ve IBA bitki biiylime diizenleyicilerin koklenmeye etkisi..................... 29

Sekil 4.9 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, MSB5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki IBA hormonunun kdklenmeye etkisi (a) koklenmeye alinan bitkicik (b) 30
giin sonra 1 mg/L IBA igeren ortamda koklenen bitkiCik ..........ccocooviiiiiiininiiniiiicc s 29
Sekil 4.10 H. arenarium subsp. erzincanicum tiirtiniin, MSB5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki IBA hormonunun kdklenmeye etkisi (a) ve (b) 1mg/L IBA igeren ortamda
koklenmeye alinan bitkicikler (c¢) 1.5 mg/L IBA igeren ortamda koklenmeye alinan bitkicikler ve
(d) 0.5 mg/L IBA igeren ortamda koklenmeye alinan bitKiciKIer..........ccoceveriiiniieiieiencnc e, 30
Sekil 4.11 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, MSB5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki IAA hormonunun kdklenmeye etkisi (a) koklenme ortamina alinan bitkicikler
(b) 1 mg/L TAA igeren ortamda kdklenmeye alinan bitkicikler (c) 1.5 mg/L TAA iceren ortamda
koklenmeye alinan BitkiCIKIET ........cc.uiviiiiiiiiie i 30
Sekil 4.12 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, 1 mg/L IBA hormonunda kdklenen bitkiciklerin
perlit ve torf karisimda dis kosullara alistirilma asamasi (a) ve (b )bitkiciklerin hormondan ve besin
ortamindan arindirilarak torf ve perlit karisimina alinmasi (c) lizerlerine poset gecirilerek havayla
temasinin engellenmesi (d) bir hafta sonunda bitkiciklerin gorintlisti..........cvevvervveierienieeiiereeens 30



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Tiirkiye'deki Helichrysum tiirlerinin bilimsel,yerel isimleri ve yetistigi bolgeler .................... 4
Cizelge 3.1 H. arenarium subsp. erzincanicum tohum yiizey sterilizasyon uygulamalari ............c.cc........ 16
Cizelge 3.2 Kiiltiir ortamindan toplanan siirgiinlerin gamasir suyu ve kimyasallar ile sterilizasyon
ULYZUIAITIAST 1.ttt bbb E bbb et nr bR R a e n e nr e r e ene s 17
Cizelge 3.3 Kullanilan MS, Gamborg B5, LS, SH, Gamborg B5 vitamin mix, MS salt temel besin
ortamlarinin bilesenleri ve litredeki konsantrasyonlart * ............ccccooiiiiniiiiiinneeeeeeee 18
Cizelge 3.4 Kullanilan Biiyiime Diizenleyici Maddelerin, ¢oziictileri ve saklama kosullari* ................... 18
Cizelge 3.5 Steril edilen tohumlarin ¢imlenme tesviki i¢in besin ortamina eklenen bitki biiylime
diizenleyicileri KOMDINASYONIAIT ......coiviiiiiiiiiicse e 19
Cizelge 3.6 Tohumdan biiyliyen steril bitkiciklerin siirgiin olusumu i¢in aktarildig1 besin ortamlar1 ve
bitki biiylime diizenleyici kombinaSyonlari.........cccccvioiiiiiiinieiieiesree e 20
Cizelge 3.7 In vitro ortamda yetisen ve tarladan alinan toprak iistii kisimlarin siirgiin elde etmek amaciyla
kullanildig besin ortamlar1 ve biiyiime diizenleyici kombinasyonlart ...........c.ccocvveveveninininiinnenn, 20
Cizelge 3.8 Kallus gelistirmek i¢in kullanilan bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlari...................... 21
Cizelge 3.9 Koklendirme igin kullanilan IAA ve IBA biiyiime diizenleyici oranlart ...........ccoccovnirennnnne. 21
Cizelge 4.1 H. arenarium subsp. erzincanicum’un MSB5 ortaminda BAP ve GAj3 bitki biiyiime
diizenleyicilerinin tohum ¢imlenmeye etKiSi........cocviiriiiiiiiiiiiiiciec e 23
Cizelge 4.2 Farkli oranlarda BAP iceren MSBS5 besin ortaminin H. arenarium subsp. erzincanicum
tiiriiniin kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra siirgiin olugturma etkisi ...........ccooevviiriinienieniicieene 24

Cizelge 4.3 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkilerinin, MSBS5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki KIN ve IAA bitki biiylime diizenleyicilerinin siirgiin geligimi lizerine etkisi 25

Cizelge 4.4 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin, MSB5 ortamina eklenen farkli
konsantrasyonlardaki 2,4 D, TDZ, NAA ve Pikloram bitki biiyiime diizenleyicilerinin kallus
ELISIIMINE ETKIST .vvvereieieieiiet et et b e sr bbbt e e nn e anenreene s 26



1. GIRIS

Insanlik tarihinin basladig1 giinden beri bitkiler deneme yanilma yoluyla bir¢ok sekilde
tiiketilmistir. Insan, hayvan ve bitkilerin saghg: icin kullanilmistir. Bugiin bile bir¢ok ilacin
etken maddelerini tibb1 ve aromatik bitkiler olusturmaktadir. Tibbi ve aromatik bitki
materyalleri ila¢ olarak islenerek/islenmeden ya da sifali ot (herbal) diriinler olarak

kullanilmistir (Bayram ve ark., 2010)

Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimina gore, hastaliklardan korunmak ve tedavi amaciyla,
etken maddeyi tasiyan bitkisel droglar1 oldugu gibi veya bitkisel karisimlar halinde, “bitkisel
ila¢” olarak adlandirilmistir (Toksoy ve ark., 2010).

Diinya genelindeki bitkilerin yaklasik % 12’sinin tibbi degerinin oldugu bilinmektedir.
Bununla beraber kimya alanindaki ilerlemelere ragmen modern farmakopedeki ilaglarin
yaklasik olarak % 25’i bitkilerden elde edilmektedir. Geri kalan kismi bitkilerdeki bilesikler
ornek alinarak sentetik olarak iretilmektedir. Dogrudan veya dolayli olarak insan
beslenmesinde ve iyilesmesinde bitkilerin ¢ok biiyiik bir pay1 oldugu goriilmektedir. Kimyasal
ilaclarin insan sagligina olan zararindan sonra bitkisel tedavi, klasik tibbin bir dali haline
gelmistir. Bunun yani sira yapilan bir¢ok calismayla bitkilerin mikroorganizmalar {izerindeki
etkileri ortaya ¢ikmustir. Sentetik birgok ilaca alternatif olan bitkisel tiriinlerin, ayn1 zamanda

terapotik etkisinin de oldugu rapor edilmistir (Schippmann ve ark., 2002).

Tiirkiye Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan olmak iizere ii¢ fitocografik bdlgenin
kesisim noktasidir. Bu durum bir¢ok bitkinin kaynagi olmasini saglamistir. Endemik bitki
bakimindan da zengin olan {ilkemiz yaklagik 3700 endemik tiire ev sahipligi yapmaktadir.
Ancak bu tiirlerden sadece 400 kadar1 ekonomik olarak kullanilmaktadir (Erik ve Tarikahya

Hacioglu, 2004).

Tibbi ve aromatik bitkilerin en 6nemli kullanim alanlari ilag, kozmetik, parfiimeri, gida
ve baharat sektoriidiir. ~ Bunun yani sira siis bitkisi ve dogal pestisit olarak da
degerlendirilmektedir. Biitiin bu alanlar i¢in kullanilan ugucu yaglar, aromatik bitkilerden

yararlanilarak elde edilmektedir (Goktas ve Gidik, 2019).

Diinya niifusunun 21.ylizyilin sonunda 13 milyara ulasacagl on gorilmiistiir. Diger
taraftan kentlesmenin ve birgok faktdrlerin etkisiyle verimli tarim alanlar1 giin gegtikce
azalmistir. Bu durum birgok iilkeyi endise ve korkuya siiriiklemistir. Gegmisteki tibb1 bitkilere

olan talep dogadan karsilanmistir. Ancak diinya iizerindeki niifusun hizla artmasiyla, dogal



iirlinlere olan istek artmis ve talep karsilanamaz hale gelmistir. Bununla birlikte bitkilerin
bir¢cogu nesli tiikenme tehlikesiyle karsi karsiya kalmigtir. Her gegen giinde bu tehlike giderek
artmistir (Babaoglu ve ark., 2001). Biitiin bu olumsuzluklara kars1 bitkilerin korunmasi ve
ekonomiye kazandirilmasi i¢in en avantajli yontem bitki doku kiiltiiriiyle klonlarinin
uretilmesidir. Bitki doku kiiltiirli, bitkinin ¢ogaltilmasi ve genetik yapisinin korunmasi,
hastaliksiz iirlinlerin ve sekonder metabolitlerin iiretimiyle endiistriyel alan i¢in 6nemli bir

yontemdir (Memon ve Memon, 2021).

Gergeklestirilen bu ¢alismanin amaci; tilkemizde dogal olarak yetisen ve endemik olan
Helichrysum arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum tiiriiniin in vitro hizli ¢ogaltiminin
yapilmasidir. Steril sartlar altinda etkili bir gimlendirme yonteminin gelistirilmesi ve bu bitkinin
doku kiiltiirii caligmalarinda kullanilabilir hale getirilmesidir. Halk hekimliginde 6nemli bir
yere sahip bu tiiriin ekonomik ve bilimsel ¢aligmalarla hayata kazandirilmasi amaglarimiz

arasindadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Helichrysum Cinsi

2.1.1 Genel ozellikleri

Asteraceae (Papatyagiller) familyasi tiir bakimindan genis bir alana sahiptir. Cok
belirgin karakteristik Ozellikleri vardir. Hemen hemen her yerde rastlanabilmektedir.
Asteraceae familyasi Tiirkiye florasinda cins bakimindan ikinci, tiir sayis1 bazinda birinci sirada
yer almaktadir (Karamenderes, 2002). Simdiye kadar bitkilerden elde edilerek tanimlanan
yaklasik 7000 kimyasal bilesigin 5000 kadar1 bu familyaya aittir. Buda familyanin 6nemini ve
kimyasal agidan ne kadar zengin oldugunu gostermektedir (Zeybek ve Zeybek, 2002). Bu
familya siitlii ve siit icermeyen; tek, iki ve ¢ok yillik otsu yapilar veya ¢ali formlarindan
olugmaktadir. Yaprak o6zellikleri genellikle; karsilikli, basit ya da bilesik nadiren de dairesel
sekildedir. Cigekler genellikle ¢cok sayidadir, bazen tek cicek goriilebilmektedir. Cigekleri tek
eseyli veya hermafrodittir. Cigekler kapitulum ¢icek durumunda toplanmigtir (Karamenderes,
2002).

Helichrysum ismi, Yunanca giines anlamina gelen “helios” ve altin anlamina gelen
“chrysos” kelimelerinden tiiremistir (Liu ve ark., 2019). Halk arasinda altin otu, sonsuza dek
sliren, 6liimsiiz ¢igek veya solmaz ¢igek olarak da bilinmektedir (Czinner ve ark., 2001). Altin
otu bitkisi giines 151811 sever, diisiik sicaklikta ve yiiksek rakimli yerlerde yetismektedir.
Nemli, tagh, kirecli ve alkali topraklar yagsam kosullar i¢cin uygundur. Kurak ve agir topraklarda
yasamlarini siirdlirebilmektedir. Altin otu bitkisinin tohum biiytikliikleri ¢ok kiiciik oldugundan
1 gramda binlerce bulunabilmektedir (Sen ve Kalayci, 2016).

Helichrysum cinsi yar1 ¢alims1 formunda, 6beksi ve otsu ¢ok yillik bitkilerdir. Yaprak
ve dal kisimlari pamuk gibi yiinsii salg: tiylerle kaplanmistir ve grimsi beyaz renktedir.
Govdeler odunsu siirgiinlerden, dal uglart geng siirgiinlerden olusmustur. Yapraklari linear,
yasst ve dalgali kenarlidir. Cigekli govdeler yaklasik 20-25 c¢cm boyutunda dik ve basit
yapidadir. Cigekler sar1 hepsi hermafrodit veya kenarda bir sira disi ¢icek bulunur. Pappus
sarimst, kirli beyaz, yumusak piiriizlii veya serttir (Tanker ve Sezik,1978).

Diinya genelinde yaklagik 120 adet bitki kokenli ilacin mevcut oldugu ve bunlarin
sadece 95 tanesinin bitki tiirlerinden elde edildigi bilinmektedir. Helichrysum arenarium bitkisi
de bu bitkilerin arasinda yer almaktadir. H. arenarium bitkisi Papatyagiller (Asteraceae)

familyasinin bir tiyesidir. Cok yillik odunsu bir bitkidir (Kutluk ve ark., 2018). H. arenarium



Amerika’dan Avrupa’ya, Balkanlar, Orta Asya dahil olmak iizere pek ¢ok cografi bolgenin
bozkirlarinda yetismektedir. Diinya lizerinde, yaklasik olarak 200’den fazla tiir Giiney
Afrika’da bulunmaktadir (Kutluk ve ark., 2018). Tiirkiye' deki Helichrysum tiirlerinin bilimsel
ve yerel isimleri ile yetistigi bolgeler Cizelge 2.1’ de gosterilmistir (Giiner ve Aslan, 2012;

Eroglu,2018; Duran, 2021).

Cizelge 2.1 Tirkiye'deki Helichrysum tiirlerinin bilimsel,yerel isimleri ve yetistigi bolgeler

Tiir Adi Tiirkce Adi Bulundugu iller Endemik
subsp. .
erzincanicum Erzincan Kastamonu, Agri, Erzincan, Kayseri +
. . altmotu
Davis et Kupicha
Helichrysum subsp.
. rubicundum (C. . o o
arenanhum (L) KOCH) Davis et Yayla giilii Igdir, Kars, Ardahan, Agri, Malatya, Van | -
Moenc Kupicha
SUbS.p' aUChe.” o o Cankir1, Kastamonu, Bitlis, Ankara,
(Boiss.) Davis et | Yayla ¢igegi . g . +
. Erzurum, Kayseri Nevsehir, Sinop, Sivas
Kupicha
. Gilimiigshane, Artvin, Ardahan, Kirikkale,
subsp. armenium | Altin otu, Aras . p . ot
DC e tin ol Kirsehir, Kayseri, Erzincan, Bitlis, -
H. armenium ' Bingol, Van, Agri, Hakkari, Erzurum
DC. . Gilimiigshane, Artvin, Ardahan, Kirikkale,
subsp. araxinum | Altin otu, Aras ’ . . o
(Kirp.) Takht altin ofu Kirsehir, Kayseri, Erzincan, Bitlis, -
' ' Bing6l, Van, Agri, Hakkari, Erzurum
H. a_rtvmense P.H.Davis et Artvin 8lmezi | Artvin +
Kupicha
H. chasmolycicum P.H. Davis Kaya 6lmezi Antalya, Burdur, Isparta -
H. chionophilum Boiss.& Balansa Yayla . Ka}fserl, Kahramanmaras, Sivas, Mersin, |
hencecaligi Erzincan, Yozgat
H. compactum Boiss. OBtzbrek altn Antalya, Denizli +
H. goulandriorum E. Georgiadou Bozuntu Kahramanmaras +
. . Bursa, Diizce, Kastamonu, Sinop, Ordu, |
H. graveolens (M.Bieb.) Sweet Hencecalik Giresun, Eskisehir, Sivas, Bitlis, Hakkari
H. heywoodianum P.H.Davis Kadim altin otu | Aydm, Séke, Samsun +
H. italicum (Roth) G.Don Balkaymak Canakkale, izmir, Mugla, Balikesir +
. . .. | Kirgehir, Nevsehir, Kayseri, Yozgat,
H. kitianum Yildiz Alaycik ¢igegi Kirikkale +
H. luteoalbum (L.) Rchb. Saman ¢igegi | Antalya, Bayburt, Kocaeli, Rize, Artvin | -
H. noeanum Boiss. Giilazar Ankara, Sivas, Nigde +
H. orientale (L.) Gaertn. Sar1 solmaz [zmir, Kiitahya, Aydmn -
.. Kocaman Glimiigshane, Bayburt, Erzurum, Kars, )
H. pallasii (Spreng.) Ledeb. cicegi Sivas, Van, Hakkari, Antalya




H. pamphylicum P.H.Davis et

Kupicha Beyaz kurna Antalya
H. peshmenianum S.Erik Solmaz otu Nigde
subsp. plicatum
D.C Mantuvar
subsp.
polyphyllum . L
(Ledeb.) Davis et Kalisar gigegi Bursa, Kiitahya, Konya, Nigde, Agr1,
. Kupicha Van, Adana, Rize, Hakkari, Bitlis
H. plicatum D.C subsp
pseudoplicatum o
(Nab.) Davis et Bozoglan
Kupicha
subsp. isauricum Savran Antalya, Karaman
Parolly
. Kirmizi .
H. sanguineum (L.) Kostel guddeme Hatay civari

H. sivasicum Kit Tan & Yildiz

Sivas 0lmezi

Sivas

M.Gemici

H. Stoechas (L.) Moench Kudama Canakkale, Bursa, Mugla, Hatay, Adana
H. unicapitatum Senol, Se¢gmen & S -
B.Oztiirk Manti ¢igegi Denizli
H. yuksekovaense Yildiz Resko altin otu | Hakkari Yiiksekova
H. yurterianum Y.Gemici, Kit Tan, Giimii
H.Yildirim & umus Erzincan
hencecalik

Tiirkiye florasinda 16°si endemik, 30 tane Helichrysum taksonu bulunmaktadir (Eroglu,
2018). Tiirkiye’de; i¢ Anadolu’nun dogu kesiminde, Karadeniz bolgesinin neredeyse
tamaminda, Dogu Anadolu’nun bazi kesimlerinde, Akdeniz bélgesinin

boliimlerinde ¢ogunlukla goriilmektedir (Anonim, 2018). Sekil 2.1°de H. arenarium tiiriiniin

Tiirkiye cografyasindaki yayilis1 goriilmektedir (Bakis ve ark., 2011).

JJ_%

Sekil 2.1 H. arenarium tiiriiniin Tiirkiye cografyasinda yayilisi

Hatay, Mersin



H. arenarium (L.) Moench subsp. erzincanicum Davis et Kupicha tirii Tirkiye
cografyasinda sadece Kastamonu, Agri, Erzincan ve Kayseri illerinde goriilmektedir. Dogal
vejetasyonunda yetisen c¢ok yillik, ot formunda ve endemik bir tiirdiir. Sekil 2.2’de H.
arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin Tirkiye cografyasindaki yayilisi gosterilmektedir
(Bakis ve ark., 2011).
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Sekil 2.2 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin Tiirkiye cografyasinda yayilist

2.1.2 Geleneksel kullanimi

Etnobotanik olarak kullanimi yaygin oldugundan, tipta iyi bilinen bir tiirdiir (Slizgeg ve
ark., 2005). Halk hekimliginde sarilik, kanser ve safra kesesi, solunum yolu hastaliklari,
sindirim sistemi bozukluklari, bagisiklik giiclendirme, bobreklerdeki kum ve tagin diisiiriilmesi,
tirogenital rahatsizliklari tedavi etmek amaciyla ¢ok eski yillardan beri kullanilmaktadir (Liu
ve ark., 2019). Ulkemizde bitkisel ¢ay olarak da tiiketilmektedir (Eroglu ve ark., 2010). Ayrica
giizel kokusundan dolayr ugucu yaglari uzun yillardir kozmetik sektdriinde ve yaslanmay1
geciktirici tiriinlerde hammadde olarak tercih edilmektedir (Liu ve ark., 2019). Erzurum ve
cevresinde yetisen Helichrysum tiirleri, halk tarafindan sarilik hastaliginin tedavisinde su
icerisinde kaynatilip hastaya igirilmektedir (Anonim, 2018). Diger yorelerimizde ise ¢iban ve
iltthapl yaralarin tedavisinde bitkinin ¢igekleri tereyag: ile kavrulup sogutularak hastalikli

bolgeye siiriilmektedir (Anonim, 2020).

Dogal bir bocek kovucu olmasi nedeniyle bahgelerde taze ve kuru buket aranjmanlari
seklinde kullanilmaktadir. Kuruduktan sonra ise uzun siire dogal rengini korumasi sebebiyle
giizel bir dekor saglamaktadir (Pawelek, 2015). Cok eskiden beridir kumag giivelerine karsi
evlerde ¢6ziim olarak da kullanilmigtir (Czinner ve ark., 2000). Gliney Amerika da tiiberkiilozu
ve bununla ilgili semptomlar1 tedavi etmede (Gradinaru ve ark., 2014), Orta Avrupa da ise

geleneksel olarak antiseptik ve spazmolitik olarak kullanildigi bildirilmistir (Akin ve Saki,



2019). Minik sar1 gigeklerinin giizelliginden dolay1 park ve bahge siislemeciligi alaninda 6zel
olarak yetistirilmektedir. Kurutulduktan sonra altin saris1 rengini korudugu i¢in ‘Altin otu’

denilmektedir (Giiner ve Aslan, 2012; Duran, 2021).

Lourens ve ark. (2004) Giiney Afrika’da yetisen Helichyrsum’ un fakli tiirlerinin
antimikrobiyal, antioksidan (DPPH) ve antienflamatuvar (5-lipoksijenaz) aktivitesi
incelenmistir. H. dasyanthum, H. felium, H. excisum, H. petiolare tiirlerinin ugucu yag
bilesenleri belirlenmistir. H. dasyanthum, H. excisum, H. petiolareugucu yag bilesenleri o-
pinen, 1.8-sineol ve p-simen gibi monoterpen bilesikleri baskinken H. felium monoterpenin
varlig1 biiyiik Ol¢iide olmadigr ve seskiterpenlerden ise [-karyofilenin baskin oldugu
belirtilmistir. Aseton ve metanol ekstraktlarinin yan1 sira ugucu yaglar gram-pozitif bakterilere
kars1 iyi aktivite sergilemistir. Dort bitki tiiriiniin de antioksidan aktivitesi tahlili de aktif
cikmistir. Ugucu yaglarin antienflamatuvar etkisini gostergeni olarak kullanilan 5-lipoksijenaz
testinde de aktivite gostermistir. Antibakteriyel test sonuclarinda aseton ekstrakti H.
dasyanthum’ un minimum inhibitdr konsantrasyon degeri 15.63 g/ml ile metanol ekstraktinda
H. excisum’ un minimum inhibitér konsantrasyon degeri 62.5 g/ml deger gostermistir. H.
dasyanthum tiiri antioksidan aktivitesi (DPPH) testinde aseton ekstrakti ICso (9.53 mg/ml)
degeriyle en etkili aktif serbest radikal temizleyici etki gostermistir. Ugucu yaglarin

antienflamatuvar degerleri ise 25 ile 32 g/ml arasinda degismektedir.

Kramberger ve ark. (2021) Morfolojik olarak farkl: iki H. italicum (Roth) G. bitkisi ve
ticari olarak temin edilmis olan H. arenarium (L.) karsilastirilmistir. Pozitif kontrol olarak
askorbik asit kullanilmistir. H. italicum, (% 43.6) en yiiksek radikal siipiirme aktivitesini
sergilemistir. H. arenarium ise (% 4.4) radikal siipiirme aktivitesi géstermistir. H. italicum un
antioksidan potansiyeli yalnizca bitkinin morfolojik tipine bagli degildir, hasat zamani1 da
onemli oldugu bildirilmistir. H. italicum 'un, H. arenarium’a gore tstiin 6zellikleri goz Oniine

alindiginda, H. italicum'un, tibbi bir bitki olarak degerlendirilmesi dnerilmistir.

Eroglu ve ark. (2010) Tirkiye’de safra kesesi rahatsizliklarinda c¢ok fazla
kullanilmasindan yola ¢ikarak, farkli Helichrysum tiirlerinin genotoksik etkileri arastirilmistir.
Mikroniikleus, mitotik ve replikasyon indeksleri parametresi alinarak  farklh
konsantrasyonlardaki lenfosit kiiltiirlerine genotoksik etkileri incelenmistir. Su ve metanol
coziiciileriyle bes farkli oranda (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml) ¢alismalar yapilmistir.
Degerlendirme sonucu H. arenarium subsp. erzincanicum alt tiiriiniin alternatif tipta serbestge

kullanilmamasi gerektigi, H. arenarium subsp. rubicundum ve H. arenarium subsp. aucheri alt



tiirlerinde ise genotoksik etkisinin goriilmemesinden dolay1 alternatif tipta kullanilabilecegi
bildirilmistir.

Tepe (2005) dort farkli Helichrysum tiiriiniin (H. noeanum, H. chionophilum, H.
plicatum ve H. arenarium) metanol ekstraktlarinin in vitro antioksidan aktivitelerini incelemek
iizere tasarlanmistir. Ekstraktlar, antioksidan aktivitesi i¢in iki tamamlayici test olan DPPH
serbest radikal yakalama ve b-karoten/linoleik asit sistemleri tarafindan taranmustir. Ilk
durumda c¢alisilan Helichrysum tiirlerinin metanol ekstraktlarinin herhangi bir antioksidan
aktivite gostermezken, en aktif degeri H. chionophilum tiirii ICso (40.5 mg/ml) aktivite
sergilemistir. b-karoten/linoleik asit test sisteminde ise H. noeanum ve H. arenarium ‘un

linoleik asit oksidasyon oranlar1 birbirine yakin ¢ikmuistir.

2.2 Bitki Doku Kiiltiirii ve Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bitki biyoteknolojisi; bitkinin ¢esitli dokularindan faydalanarak, genetik bir
mithendislik teknigi uygulayarak, molekiiler diizeyde bir bitkiyi iyilestirmeyi amaglamistir.
Ayni sekilde tarimsal ve ekonomik Onemi yiiksek olan bitkilerin, mikroorganizmalar
yardimiyla gen aktarimi yapilarak genetiginin degistirilmesi saglanmistir. Bu  baglamda
aslinda bitki biyoteknolojisini ‘bitki doku kiiltiirii ve rekombinant DNA teknolojisi ve genetik

miihendisligi’ olmak {izere iki ana baslik olusturmustur (Babaoglu ve ark., 2001).

Bitki doku kiiltiirti; steril kosullar altinda, yapay bir besin ortaminda, bitkinin g¢esitli
eksplantlarindan yararlanarak, belirli kimyasal ve fiziksel ortam igerisinde kiiltiire alinmasiyla
yeni doku, bitki ve bitkisel iriinlerinin {iretilmesi olarak tanimlanmistir. /n vitro ortamda
bitkinin vejetatif (kok, govde, yaprak) veya generatif (tohum, anter, ovaryum) organlarini

kullanarak ¢ogaltimi1 miimkiindiir(Kocagaligkan, 2008) .
Bitki doku kiiltiiriiniin kullanildig1 bazi uygulama alanlari su sekilde siralanabilir:
e Bitki 1slahinda yeni ¢esit bitkilerin gelistirilmesi,

e Meristem kiiltiiriiyle bakteri, fungusit ve viriisten ar1 bitkilerin tiretilmesi,

e Endemik ve nesli tehlikede olan tiirlerin {iretilmesini ve korunmasini saglamak,
e Gen aktarimini saglamak,

e Kallus ve hiicre siispansiyonlari ile sekonder metabolit liretimi,

e Sentetik tohum tretilmesi,

e Anter (polen) ve yumurtalik (oviil) kiiltiirii ile haploid bitki tiretimi,

e [n vitro seleksiyon, dollenme ve germplazmanin korunmast,

e Sitogenetik ¢aligmalar,



e Hiicre, doku ve bitki beslenmesi,

e Morfogenetik ¢alismalari,

e Somatik hiicre melezlemesi

e Somaklonal varyasyon (Moreno ve ark., 2002; Babaoglu ve ark., 2002; Thorpe, 2007).
Organogenez yani organ olusumu, bitkinin hiicre ya da dokularindan yaprak, govde ve

kok gibi organlarin olusumunu saglayan bir olaydir. Bu siire¢ hiicrelerin yeterince biiylimesi,

farklilagmas1 ve morfogenezis asamalarindan olusmaktadir. Gelisim siirecinde kallus

olusumuna bagl olarak iki fark ortaya ¢ikmistir. Bu durumlar direk organogenez ve indirekt

organogenez olarak adlandirilmistir (George ve ark., 2008). Direk organogenez de eksplanttan

olusan siirgiin veya kokten dogrudan bitki elde edilirken, indirekt organogenezden ise kallus

olusumundan sonra siirgiin, kok ve nihayetinde bitki elde edilmistir. Kallus, hiicrelerin diizensiz

bir sekilde yigilarak olusturdugu dokulardir (Cardoza ve Stewart, 2004).

Bitki biiylime diizenleyiciler doku kiiltiiriindeki bitkinin biiyiime ve gelisimini
olumlu/olumsuz yonde etkileyen en onemli 6gelerden biri olarak bilinmektedir. En yaygin
kullanilan bitki biiytime diizenleyicileri oksin, sitokinin, giberellin, absisik asit ve etilendir
(Stewart, 2016). Oksinler bitkinin siirgiin ve kok uglarinda dogal olarak bulunmaktadir.
Bitkiden iiretilen tek dogal formdaki oksin IAA (Indol Asetik Asit) ‘dir. IBA (Iindol Biitirik
Asit), NAA (Naftalen Asetik Asit) ve 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) gibi oksinlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Oksinlerin tropizm hareketlerinden sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bunun yan sira tek baslarina ortamda kallus uyarimi ve siirgiinlerin koklenmesi

icin kullanilmaktadir (Bourgaud ve ark., 2001).

Kok uglar1 ve ¢imlenmekte olan tohumlarda sentezlenen sitokininler; dokularin
farklilagmasinda, kloroplast gelisiminde ve yapraklarda yaslanmanmn gecikmesinde rol
oynarlar. Sitokininler bitkilerin biiylimesinde en ¢ok kullanilan diizenleyiciler arasindadir. En
yaygin kullanilan sitokininler BAP (benzil amino piirin), TDZ (thidiazuron), KIN (kinetin) ve
ZEA (zeatin) olarak bilinmektedir (Nordstrom ve ark., 2004).

Bitkilerde 100°den fazla giberellin bulunmaktadir. Bu gibberellinler, Giberella fujikuroi
mantarindan elde edilerek kullanilmaktadir. Bitki biyoteknolojisinde kullanilanlart GA1 ve
GAz’dur (Moreno ve ark., 2002). Gibberellinlerin bitkide ¢iceklenmenin diizenlenmesi, meyve
olusumunun ve biiylimesinin, internodlarin uzamasi gibi gorevlerinin yani sira dormansinin
kirilmasinda da etkili oldugu bilinmektedir. Bitkilerde bulunan bir diger hormon olan absisik
asit ise tohumun dormansi haline girmesinde ve stoma agikliklarinin diizenlenmesinde etkili

oldugu bilinmektedir. Etilen gaz formunda bulunan tek hormondur. Bitki ve meyve
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olgunlagsmasinin hizlanmasinda ve hiicre dliimlerinde gorev almaktadir (Sezgin ve Kahya,

2018).

2.3 Helichrsyum Cinsinde In vitro Arastirmalar

Stanilova ve ark. (2022) H. arenarium tohumlarini Bulgaristan’mnin bes farkli
bolgesinden 2019 yilinin Temmuz ayinda toplamistir. Tohumlar sterilizasyon isleminden
gegirildikten sonra, MS (Murashige&Skoog) besin ortamina ekilmistir. Kontrol ortamina bitki
biiyiime diizenleyici eklenmemistir. Diger ortamlara ise BAP (1 mg/L), BAP (2 mg/L) +NAA
(0.1 mg/L), KIN (2 mg/L) + NAA (0.1 mg/L), KIN (1 mg/L) + IBA (0.5 mg/L) ve Metatopolin
(2 mg/L) + IBA (0.5 mg/L) hormon kombinasyonlar1 eklenmistir. Shumen boélgesinden alinan
tohumlarda % 44 oraninda ¢imlenme oldugu bildirilmistir. Ancak, mikrobiyal kontaminasyon
gozlemlenmistir. Kontaminasyondan arindirilan fidelerin % 22'sinde doku 6liimii olmustur.
Birkac yaprakli ve iyi gelismis bir aylik fideler, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri iceren
ortamlarda alt kiiltiire alinmistir. Sitokinin tiirevlerinden olan KIN, siirglinlerin dogrudan
organogenez olusumuna etki etmistir ve koklenme olusumunu uyarmistir. BAP kallus
olusumunu, indirekt organogenezi, yiiksek su tutulumunu saglamistir. Meta-topolin ise doku
Olimiine neden olmustur. Hayatta kalan 73 tane bitkinin dis kosullara adaptasyonu
gerceklestirilmistir.

Figas ve ark. (2016) bu ¢alismada H. arenarium bitkisinden alinan yaklasik iki yiiz adet
apikal tomurcugu eksplant olarak kullanmigtir. Apikal tomurcuklar % 9’luk kalsiyum hipoklorit
(Ca(OCly)) ve Tween 20 igeren soliisyonda steril edilmis ve steril saf su durulanmistir. Steril
edilen eksplantlar iki gruba ayrilmistir; ilk grup sadece (1.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 mg/L) KIN, ikinci
grup ise KIN+IAA kombinasyonu igeren ((0.0 ve 1.0, 3.0, 4.0, 5.0 mg/L) KIN + (0.0 ve 0.5
mg/L) IAA)) MS ortamina aktarilmistir. 200 adet apikal tomurcugun 158’1 yenilenebilmistir.
Bu sekilde rejenere olan siirglinlerden bitki biiyiime diizenleyicilerinin mikrogogaltimi
tizerindeki etkisi arastirilmistir. En iyi hormon kombinasyonu 5.0 mg/L KIN + 0.5 mg/L 1AA
ve sadece 5.0 mg/L KIN hormonun oldugu gortilmiistiir.

Clasquin ve Henry (2002) H. arenarium ’da yapmis olduklari mikro g¢ogaltim
caligmasinda eksplant olarak siirgiinler ve govde kisimdaki bogumlar tercih edilmistir.
Eksplantlar akan suyun altinda bekletilmis ve 0.1 M KMnQg soliisyonunda 30 dakika, %70’lik
Etanol ‘de 1 dakika, %15’lik hidrojen peroksit (H202) soliisyonunda 15 dakika ve %12’lik
sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonunda ise 10 dakika manyetik karistiricida karistirilip, steril
saf su ile durulanmistir. Eksplantlar 2,4-D (1 mg/L) iceren MS ve Gamborg B5 besin
ortamlarina aktarilmistir. Sonug olarak 1 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda, (1 mg/L) 2,4-
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D Gamborg B5 besin ortamindan daha c¢ok kallus olustugu goriilmiistiir. Fakat besin
ortamlarinda siirglin gelisiminin gozlenmedigi rapor edilmistir. Yapilan bu calismada H.
arenarium yapraklarinin ¢ok tiiylii oldugundan kontaminasyon sorununun asilmasinin zor
oldugu da bildirilmistir.

Perrini ve ark. (2009) H. italicum subsp. microphyllum tiiriinde steril fide elde etmek
icin eksplant kaynagi olarak 4-5 mm uzunlugunda apikal tomurcuk ve koltuk alt1 siirgiinleri
kullanilmistir. Eksplantlar % 0.1 (w/v) HgCl2 soliisyonunda 15 dakika steril edilmistir. Besin
ortami olarak; makro ve mikro elementler, (FEEDTA (30 mg/L), thiamine HCI (0.4 mg/L) ve
myo-inositol (100 mg/L)) icermektedir. Kontrol grubu ve alternatif olarak 0.5 mg/L BAP, 1
mg/L BAP ve 0.5 mg/L BAP+ 0.1 mg/L IBA, 1 mg/L BAP+ 0.2 mg/L IBA ile
zenginlestirilmistir. Sukroz 20 g/l ve 30 g/l olarak iki farkli oranda kullanilmis ve ii¢ kere alt
kiiltiir yapilmistir. En iyi verim alinan kombinasyonun 1 mg/L BAP+ 0.2 mg/L IBA+ 20 g/l
sukroz igeren ortamdir. Koklenme ortamui i¢in kontrol ve ti¢ farkli hormonlu (0.2 mg/L IBA,
0.2 mg/L 1AA ve 0.2 mg/L NAA) ortam kullanilmigtir. En ¢ok kok, biiyiime diizenleyici
icermeyen ortamda tespit edilmistir. En iyi kok uzunlugu IBA ekli besin ortaminda
gorilmiistiir.

Ayni tiirde yapilan ¢alismada, H. italicum subsp. microphyllum’da en iyi kallus ortamini
bulmak i¢in bir kontrol grubu ve TDZ (0.1, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) ve NAA (1 mg/L) hormon
konsantrasyonlar1 eklenmistir. 30 giinliik gelisimleri gézlemlenip rejenere olan siirgiinler ve
kalluslar ayrilarak alt kiiltiire alinmistir. Siirgiinler hormon igcermeyen ortamda %100 verimle
gelismistir. Kallus icin en iyi verim TDZ (1 ve 2 mg/L) + NAA (1 mg/L) hormon
kombinasyonunda gozlenmistir (Perrini ve ark. 2009).

Dilika ve Meyer (1998) H. pedunculatum tiiriinde in vitro bitki tretimini ve
antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Ilk asamada kallus kiiltiirii olusturulmus, ikinci
asamada ise kalluslarin antibakteriyel aktivitesi ¢calisilmistir. Bitkinin gen¢ yapraklar1 eksplant
olarak kullanilmis ve % 0.35 sodyum hipoklorit i¢inde bekletilerek 5 kere steril saf su ile
durulama islemi yapilmigstir. Steril yaprak materyalleri 5 x 5 mm’lik pargalar halinde
kesilmistir. Kesilen yaprak parcalari 1 mg/L NAA ve 0.05 mg/L KIN igeren MS besin ortamina
aktarilmistir. Her 6 haftada bir 1 mg/L NAA ve 0.05 mg/L KIN igeren MS besin ortamina alt
kiiltiir yapilmistir. Kalluslar 5 alt kiiltiirden sonra, besin ortamini elimine etmek i¢in suyla
yikanmistir. Sonrasinda Metilen kloriir (CH2Cl;) igerisinde homojenlestirilerek sekonder
metabolitler ekstrakte edilmistir. Kallus ekstraklari ince tabaka kromatografisi (TLC) plaklarina
dogrudan uygulanmistir. Antibakteriyel calisma icin gram pozitif (B. cereus, B. pumilus, B.

subtilis, M. kristinae, S. aureus) ve gram negatif (E. cloacae, E. coli, K. pnuemoniae, P.
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aeruginosa ve S. marcescens) bakteri suslar1 kullanilmistir. Bakteriyel siispansiyonlarda ince
tabaka kromatografi iizerine piiskiirtillerek birka¢ dakika kurutulmustur. Plakalar daha
sonrasinda 25°C'de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. TLC plaklar1 gozlemlendiginde kallus
kiiltiiriiniin bitkiden daha fazla sekonder metabolit tiretebilecegi diisiiniilmiistiir (Law ve Das,
1990). Gram pozitif bakterilerden ¢ok gram negatif bakteriler iizerinde etkili oldugu
bulunmustur. Gram pozitif bakterilerden M. kristinae karsi digerlerinden daha etkili olurken,
gram negatif bakterilerden E. cloacae, E. coli, K. pnuemoniae, P. aeruginosa suslarinda etkili
olmustur.

Prinsloo ve Meyer (2006) bu ¢alismalarinda H. kraussii bitkisinin geng yapraklarini ve
aksiller tomurcuklarini kullanmigtir. % 1°lik sodyum hipokloritte 20-40 dakika arasinda ylizey
sterilizasyonu uygulayarak steril saf suyla 2 defa 5’er dakika siireyle yikamistir. Ardindan 1
mg/L NAA ve 0.05 mg/L KIN i¢eren MS besin ortamina kiigiik pargalara boliinen yapraklar
dikilmis ve kalluslar olusmustur. Kallus kiiltiirleri daha sonra hiicre silispansiyon kiiltiirii
tiretmek i¢in kullanilmistir. Stispansiyon kiiltiiriinde jasmonik asitin 3 farkli konsantrasyonuna
(1.0 uM, 5.0 uM ve 10.0 uM), bir ve ii¢ haftalik zaman araliginda maruz birakilmistir. Hiicre
siispansiyon kiiltiirii ¢esitli islemlerden sonra TLC plakalarina piiskiirtmek suretiyle
uygulanmistir. Ardindan Basillus cereus susunu igeren bakteri siispansiyonu plakalarin tizerine
puskiirtiilmiistiir. Sonug olarak H. kraussii tiiriin Basillus cereus bakteri tiiriine etki ettigi
gorilmiistir.

Dimitrova ve Nacheva (2018) yapmis olduklari ¢alismada H. italicum’ un bir yagindaki
bitkilerin aksiller tomurcugunu eksplant olarak kullanmistir. Steril edilen bitki kisimlar1 5 pM
BAP + 0.005 uM IBA, 5 uM KIN + 0.005 uM IBA ve 5 uM ZEA + 0.005 uM IBA iceren MS
besin ortami ve ayrica ayni hormon kombinasyonlarin1 iceren DKW besin ortamini
kullanilmistir. En yiiksek siirgiin gelisimi KIN iceren DKW besin ortamlarindan elde edilmistir.
En iyi siirgiin ¢ogaltma BAP ile desteklenmis, MS ve DKW ortamlarinda gergeklesmistir.
Siirglinlerin koklendirilmesi i¢in IBA (0.1 mg/L, 0.2 mg/L) ve NAA (0.1 mg/L, 0.2 mg/L)
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Yapilan koklendirme ¢alismasinda NAA (0.2 mg/L) igeren
ortamlarda %60-80 koklenme yiizdesi goriiliirken, kontrol ve IBA (0.1 mg/L, 0.2 mg/L)
ortamlarinda %90-100 basarili koklendirme sonucu elde edilmistir.

Botha ve ark. (2015) H. umbraculigerum igin bir in vitro ¢ogaltma protokoliinii optimize
etmistir. Yaprak kesimleri, % 70’lik etanol ve ardindan 1 damla Tween-20 iceren %2’lik
sodyum hipoklorit kullanilarak sterilize edilmistir. Daha sonra distile suda yikanmistir. MS
ortamina yapraklardan kare kesitler alinarak yerlestirilmistir. Kontaminasyon olmayan yaprak

kesimleri, farkli bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlar1 ile takviye edilmis MS ortamina
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yerlestirilmigtir. Siirgiinler, belirli bir TDZ konsantrasyonu igeren MS ortaminda en verimli
sekilde iretilmistir. Bu silirgiinler daha sonra 1s1ga taginmis ve ardindan kok liretmeye
baglamistir. Vermikiilit tepsilerine yerlestirilen bitkiler nemini yiiksek tutmak icin plastik
torbalara konmustur. Yesil ve canli olan 15 bitki saksiya basariyla alinmistir.

Uz (2022) yapmis oldugu ¢alismada H. italicum bitkisinin taze siirgiinlerini eksplant
olarak kullanmstir. On sterilizasyon islemi icin eksplantlar 2-3 damla ticari camasir suyu ile 5
dakika boyunca manyetik karistiricida gevrilmistir. Ardindan 1 saat boyunca akan suyun altinda
birakilmistir. %70’lik etanol ile 10 saniye muamele edilmistir. %15, %25, %35 ¢amasir suyu
konsantrasyonlarinda 10 ve 20 dakika boyunca sterilizasyon yapilmistir. Son olarak 3 defa 5’er
dakika siireyle steril saf su ile yikanmistir. En iyi sterilizasyon yontemi % 35°lik ticari ¢amasir
suyunda 10 dakika bekletilerek yapilan sterilizasyondur. Besin ortam1 olarak MS ve Gamborg
BS kullanilmistir. Fenolik salgilardan dolay1 % 0.06 aktif karbon ilave edilmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak BAP (0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/L) + GAz (1.0 mg/L) + NAA (0.2 mg/L)
hormon kombinasyonlar1 kullanilmigtir. Gamborg BS ortaminda vitrifikasyon ve kararma
oldugu i¢in ilerlenememistir. En ¢ok siirgiin olusum yiizdesi 0.5 mg/L BAP+1.0 mg/L GAs+
0.2 mg/L NAA iceren MS, en az siirgiin yiizdesi hormon igermeyen MS ortaminda meydana
gelmistir. Koklendirme i¢in MS ve %2 MS besin ortaminda IBA (0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/L)
hormonu ilave edilmistir. 30 giiniin sonunda koklenme olmustur. En uzun kok ve en iyi kok
sayist 1.0 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda goriilmiistiir.

Thomaszewska-Sowa ve Figas (2014) bazi bitkilerin in vitro ortamda ¢ogaltilmasiyla
ilgili yapmis olduklar1 bir derlemede, H. arenarium bitkisinin tibbi degerinden dolayi
Polonya’da koruma altinda oldugunu belirtmistir. Bu nedenle mikro ¢ogaltma iizerinde birgok
calisma yapilmistir. En etkili sterilizasyon yontemi %70’lik etanol soliisyonunda 1-2 saniye ve
ardindan Tween 20 ilave edilmis % 9’luk Ca(CIlO): soliisyonunda 10 dakika dezenfeksiyon
islemine dayanmaktadir. Steril edilen tomurcuklar tiamin, nikotinik asit ve glisinin ile
zenginlestirilmis 1 mg/dm?® KIN eklenen MS ortamina yerlestirilmistir. En yiiksek siirgiin say1si
(4 mg/dm®) KIN, (0.3 ve 4 mg/dm®) BAP ve (0.1 ve 4 mg / dm® NAA ilave edilmis MS
ortaminda elde edilmistir.

Bryksa-Godzisz ve Paswelczak (2008) arastirmalarinda bitki materyalini %10°luk ticari
camasir suyu kullanarak sterilizasyon yapmustir. LS (Linsmaier&Skoog) besin ortamina
dezenfekte edilen tohumlar yerlestirilmistir. Orijinal ortamlara gére element konsantrasyonlarin
yarisini igeren ortamdan elde edilen fideler MS ve MSBS5 cogaltma ortamina aktarilmistir. 0.1

ve 1.0 mg/dm? konsantrasyonlarinda kullanilan BAP ile desteklenmis ortama aktarilmistir. Bir
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eksplanttan elde edilen siirgiin sayis1 1.0 mg/dm® BAP hormonu eklenmis MSBS5 besin
ortaminda en yiiksek oldugu gozlenmistir.

Yurteri ve ark. (2021) H. pallasi tirinin ZEA ve TDZ hormonlariin siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkilerini incelemistir. /n vitro kosullarda ¢imlendirilen bitkiciklerden
alman yaprak, govde ve kok kisimlar1 eksplant olarak kullanilmistir. Tohumlarin 6n
sterilizasyonu % 70’lik etanolde 5 dakika bekletilerek yapilmistir. Daha sonra 10 dakika
Tween-40’da ardindan 10 dakika boyunca % 20’lik ticari camasir suyunda bekletilmistir. M'S
besin ortamina ekilen tohumlardan elde edilen siirgiinler {i¢ farkli hormon kombinasyonuna
aktarilmistir. Kontrol amagli MS ortamina hormon eklenmemistir. Diger ortamlara 1 mg/L TDZ
ve 1 mg/L TDZ+0.1 mg/L ZEA hormonlari rejenerasyon amagl kullanilmistir. Yenilenen
stirglinler 1 mg/L NAA ile desteklenmis koklendirme ortamina yerlestirilmistir. En yiiksek
kallus olusumu 1 mg/L TDZ+0.1 mg/L ZEA hormon kombinasyonunda goriilmiistiir. Gévde
gelisiminde en iyi ortam 1 mg/L TDZ, kok gelisiminde en iyi ortam 1 mg/L TDZ+0.1 mg/L
ZEA ve yaprak gelisimde 1 mg/L TDZ+0.1 mg/L ZEA olarak belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan Helichrysum arenarium (L) Moench subsp. erzincanicum Davis
et Kupicha tohumlar1 2021 yili Ekim ayida, Mus Alparslan Universitesi Uygulamali Bilimler
Fakiiltesine ait deneme alanlarinda kiiltiire alinmis bitkilerden temin edilmistir. Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Elemani Ars. Gor. Dr. Umit Bingél
tarafindan teshis edilmistir. Eksplant olarak kullanilan bitki kisimlar1 (yaprak, koltukalti

meristemi ve apikal meristem) kullanilmis ve bitkilerden May1s 2022°de toplanmustir.

Sekil 3.1 Helichrysum arenarium (L) Moench subsp. erzincanicum Davis et Kupicha bitkisinin bahgedeki
gorunimu

3.2 Yontem

3.2.1 Tohum yiizey sterilizasyonu

H. arenarium subsp. erzincanicum tohumlarinda alti farkli sterilizasyon metodu
denenmistir. Tohumlar suda bekletildikten sonra agirlig1 fazla olanlarin dibe ¢okme yaptigi,
hafif ya da i¢i bos olanlarin ise ylizeyde kaldig1 gozlemlenmistir. Dip kisimda kalan tohumlar
sterilizasyon islemi i¢in ayrilmistir. Cimlendirme denemeleri 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 20
tohum olacak sekilde kurulmustur. Farkli sterilizasyon metotlar1 denenerek optimizasyon
caligmalar1 yapilmigtir. Cimlendirme i¢in farkli besin ortamlarina (MS, MSBS, LS, LSBS5, SH,
SHB5) ekilmistir. Tohumlar Tween-20, NaOCI (sodyum hipoklorit (%1.5 aktif CI" igeren,
ACE)), etanol ve H>O. (Hidrojen Peroksit) kimyasallar1 Cizelge 3.1‘de belirtildigi gibi
uygulanmustir.
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Cizelge 3.1 H. arenarium subsp. erzincanicum tohum yiizey sterilizasyon uygulamalari

Tohum Sterilizasyon
Uygulamalar

Etanol

NaOCI

Konst.
(%)

Siire

(dk)

Konst.
(%)

Tween20

Siire | (jamla)

(dk)

H202

Konst.

(%)

Siire

(dk)

Aciklama

1. Metot

70

15 -

IIk etanol sonra NaOCl
uygulamasi yapilmistir.

2. Metot

70

20

15 3

Ilk etanol sonra NaOCl
(Tween20 ve 0.5 mg/L
Amphotericin B
eklenerek) uygulamasi
yapilmistir.

3. Metod

70

10

70

20

[Ik etanol sonra H.0»
(%1, 10 dk; %2, 20dk)
uygulamasi yapilmigtir.

4. Metod

70

20

20 2

Ik Amphotericin B de
1 gin bekletilmistir,
sonra etanol ve NaOClI
uygulamasi yapilmustir.

5. Metod

Desikator  igerisinde,
tohumlar ependorf
tiiplere yerlestirilmistir.
100 ml NaOCI + 3 ml
HCI desikatoriin
icerisinde karistirilmig
ve kapagi kapatilmustir.
Aciga c¢ikan gaz ile 3
saat sterilizasyon
uygulamasi yapilmustir.

6. Metod

1. Grup

5-SH (SodyumHipoklorit)

7.5-SH

10-SH

70

30

7.5

20

10

NaOCI uygulanan
tohumlar 20 dk 25°C
deki etiivde
bekletilmistir. Daha
sonra etanol
uygulamasi yapilmstir.

2. Grup

5-SH+42°C

7.5-SH+42°C

10-SH +42°C

70

30

7.5

10

20

NaOCI uygulanan
tohumlar 20 dk 25°C
deki etiivde
bekletilmistir. Daha
sonra etanol
uygulamasi yapilmistir
ve 24 saat 42°C inkiibe
edilmistir.

6. metotta, iki farkli grup olusturulmustur. ilk grupta, NaOCI farkli konsantrasyonlar

(%5, %7.5 ve %10) kullanilmis ve etiivde bekletme yapilmamistir. Diger grupta ise, ayni
camagir suyu konsantrasyonlari kullanilmis ve etiivde bekletme ¢alismasi yapilmistir. 20 dakika

%5, %7.5 ve %10’luk konsantrasyonlarda, inkiibatérde 25°C de bekletilen tohumlar,
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biyogiivenlik kabini igerisinde steril distile su ile 5 kez yikandiktan sonra %70’lik etil alkol ile
30 saniye muamele edilmistir. Steril distile su ile 5 kez tekrar yikanmistir. Etiivde bos steril
kavanoz igerisinde, 42°C sicaklikta 24 saat bekletilerek sterilizasyon asamalar1 tamamlamistir.

Cizelge 3.1’de gruplar belirtilmistir (Battal ve ark., 2019).

3.2.2 Siirgiin sterilizasyonu

H. arenarium subsp. erzincanicum 'un kiiltiir ortamindan alinan toprak iistii aksami;
yaprak, koltukalt1 ve apikal meristem kisimlarina ayrilarak siirgiin sterilizasyon uygulamalari
yapilmustir. Toprak iistii kisimlarinda bitkinin ¢ok tiiylii olmasindan dolay1 kontaminasyon riski
yiiksektir. Siirgiin denemeleri 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 5 eksplant olacak sekilde
kurulmustur. Farkli sterilizasyon metotlar1 denenerek optimizasyon g¢aligmalar1 yapilmistir.
Eksplantlar musluk suyu altinda 15 dk bekletilmis ve NaOCl (%1.5 aktif CI" igeren, ACE),
Ca(COl): (kalsiyum hipoklorit), etanol, PPM (Plant Prezervative Mixture) kimyasallar1 ¢izelge
3.2’ de belirtildigi gibi uygulanmaistir.

Cizelge 3.2 Kiiltiir ortamindan toplanan siirgiinlerin ¢amasir suyu ve kimyasallar ile sterilizasyon uygulamasi

Siirgiin Etanol NaOClI (Ca(CaQl),) | PPM
. Tween20
Sterilizasyon (damla) Aciklama
Uygulamalart | Konst. | Siire | Konst. | Siire | Konst. | Siire | Konst.
(%) | (dk)| (%) |(dK) | (%) |(dk)|(mg/L)
. Ilk etanol, sonra NaOCl’e
L Metot (Cengizve | o5 | 4 | g g5 | - | .| - 3 | Tween20 eklenerek
Kagar,2019)
uygulama yapilmustir.
Ilk etanol, sonra
2. Metot (Ca(CQl),) ‘e Tween20
(Figas,2016) 70 ! 9 12 3 eklenerek uygulama
yapilmigtir.
11k etanol, sonra NaOCl’e
3. Metot (Ayaz ve PPM eklenerek 25°C
Memon,2021) 70 > 25 | 10 i i ! i etiivde 20 dk
bekletilmistir.
- - 2 - [1k etanol, sonra NaOCl’e
4.Metot
(Uyanik,2017) 70 2 10 15 ] ] 3 ] PPM eklenerek uygulama
yapilmigtir.
10 - - - 2
10 -] - - .
5 Metot 15 _ N N 2 Ik etanol, sonra NaOCl’e
70 2 15 Tween20 eklenerek
(Erdas,2019) 15 - - R
uygulama yapilmustir.
20 - - - 2
20 - |- -
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3.2.3 Besin ortamm ve Kiiltiir kosullari

Calisma denemelerinde besin ortami olarak, MS (Murashige ve Skoog’s, 1962) mineral
tuzlar1t ve MS (Murashige ve Skoog, 1962) modifiye vitamin i¢ceren, Gamborg B5 (Gamborg,
1968), LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) SH (Schenk ve Hildebrandt, 1972) ve Gamborg B5
vitamin mix (Gamborg, 1968) olmak iizere alt1 farkli besin ortami kullanilmistir (Cizelge3.4).
Ayrica besin ortamlaria %3 sukroz ve %0.6’lik agar ilave edilmistir. Besin ortaminin pH ’s1 1
N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’¢ ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda,
121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Steril edilen besin ortamlarina 1 mg/L GAs, 1
mg/L BAP ve 1 mg/L Amphotericin B eklenmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan (3000 liiks)
15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta 2442 °C sicaklikta tutulmustur.

Bitki biiyiimeyi diizenleyicileri uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra, steril saf su ile
istenilen miktarda ve oranda stok soliisyonlar hazirlanmistir. Biiylime diizenleyiciler, 0.22
um’lik siringa filtresinden gegirilmis ve steril hale getirilerek ortamlara ilave edilmistir.
Kullanilan biiylime diizenleyicileri, ¢oziinme ortamlar1 ve saklanma kosullar1 Cizelge 3.5°de

verilmistir.

Cizelge 3.3 Kullanilan MS, Gamborg B5, LS, SH, Gamborg B5 vitamin mix, MS salt temel besin ortamlarimnin

bilesenleri ve litredeki konsantrasyonlar: *

Gamborg
Bilesikler MS (mg/L) ISF? ?r]r?;lg LS (mg/L) (S;'g“_) B5 vitamin ?:Insg/sﬁ)lt
mix (mg/L)
CoCI2.6H20 0.025 0.025 0.025 0.10 - 0.025
CuS04.5H20 0.025 0.025 0.025 0.20 - 0.025
FeNaEDTA 36.70 36.70 36.70 19.80 - 36.70
Mikro H3BO3 6.20 3.00 6.20 5.00 - 6.20
Besin Kl 0.83 0.75 0.83 1.00 - 0.83
Elementleri | MnS0O4.H20 16.90 10.00 16.90 10.00 - 16.90
Na2Mo0O4.2H20 0.25 0.25 0.25 0.10 - 0.25
ZnS0O4.7H20 8.60 2.00 8.60 1.00 - 8.60
KNO3 - - - - - 930.47
CaCl2 332.02 113.23 332.02 151.00 - 332.02
KH2PO4 170.00 - 170.00 - - 170.00
KNO3 1900.00 2500.00 1900.00 2500.00 - 969.53
“gi;;o MgSO4 180.54 12156 18054 | 195.05 - 180.54
Elementleri NH4ANO3 1650.00 - 1650.00 - - -
NaH2PO4 - 130.44 - - - -
(NH4)2504 - 134.00 - - - -
(NH4)H2PO4 - - - 300.00 - -
Myo-Inositol 100.00 100.00 100.00 1000.00 100.00 -
Thiamin-HCI 0.10 10.00 0.40 5.0 10.00 -
Vitaminler | NicotinicAcid 0.50 1.00 - 0.5 1.00 -
Pyridoxine-HCI 0.50 1.00 - 5.0 1.00 -
Glycine 2.00 - - - - -

* PlantTissueCulture Media | DuchefaBiochemie (duchefa-biochemie.com)

Cizelge 3.4 Kullanilan Biiyiime Diizenleyici Maddelerin, ¢oziiciileri ve saklama kosullari*



https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16
https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16

Biiyiime Diizenleyiciler Coziicii Saklama sicakhig (°C)
Giberellik Asit (GA3) IN NaOH 4
Oksinler
IBA
NAA 1IN NaOH
IAA 4
2,4-D Etanol
Picloram DMSO
Sitokininler
BAP
KIN 1IN NaOH A
TDZ DMSO

*: Merck | English (sigmaaldrich.com)

3.2.4 Siirgiin rejenerasyonu
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MSBS5 besin ortamina bitki biiyiime diizenleyici eklenmeden her petride 20 tohum ve 3

tekrar olacak sekilde kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alindiktan sonra 20 giin sonra yapilan

gozlemlerde ortamlarindaki ¢imlenme degerlendirilmistir. BAP ve GA3 hormonlarinin tohum

¢imlenmesine etkisi arastirilmistir.

Cizelge 3.5 Steril edilen tohumlarin ¢imlenme tesviki i¢in besin ortamina eklenen bitki biiylime diizenleyicileri

kombinasyonlar1

Besin Ortamm

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

GAz (mg/L) BAP (mg/L)
MSB5 1.0 -
MSB5 1.0 1.0
MSB5 1.0 2.0

Tohum c¢imlendirme sonucu elde edilen steril bitkicikler (21 giin sonunda) siirgiin

gelistirmek i¢in hazirlanan besin ortamlarina aktarilmistir. Besin ortami igerisine 2 mg/L

Amphotericin B ve Cizelge 3.6’de belirtilen biiyiime diizenleyicileri ilave edilmistir.


https://www.sigmaaldrich.com/TR/en
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en
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Cizelge 3.6 Tohumdan biiyiiyen steril bitkiciklerin siirgiin olusumu i¢in aktarildigi besin ortamlari ve bitki bityiime

diizenleyici kombinasyonlari

Besin Ortamm

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

BAP (mg/L) KIN (mg/L) NAA (mg/L)

MSB5 1.0 - -

MSB5 2.0 - -

MSB5 3.0 - -

MSB5 1.0 - 0.1
MSB5 2.0 - 0.1
MSB5 3.0 - 0.1
MSB5 - 1.0 0.5
MSB5 - 2.0 0.5
MSB5 - 3.0 0.5

Cizelge 3.7 In vitro ortamda yetisen ve kiiltiir ortamindan alian toprak iistii kisimlarin siirgiin elde etmek amaciyla
kullanildig1 besin ortamlar1 ve biiyiime diizenleyici kombinasyonlari

Besin Ortamm

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

KIN (mg/L) IAA (mg/L)
MSB5 0 0
MSB5 1.0 0
MSB5 1.0 0.5
MSB5 3.0 0
MSB5 3.0 0.5
MSB5 4.0 0
MSB5 4.0 0.5
MSB5 5.0 0
MSB5 5.0 0.5

3.2.5 Kallus gelisimi

Tohum ¢imlendirme sonucu elde edilen steril bitkicikler 1 mg/L BAP iceren besin

ortamina slirgiin rejenerasyonu i¢in transfer edilmistir. Bu ortamda elde edilen kalluslar Cizelge

3.8’de belirtilen hormon kombinasyonlarinda ¢ogaltilmistir.




Cizelge 3.8 Kallus gelistirmek i¢in kullanilan bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlari
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Besin Ortamm

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

TDZ(mg/L) NAA(mMg/L) Pikloram(mg/L) 2,4-D(mg/L)
MSB5 0.5 1.0 - -
MSB5 1.0 1.0 - -
MSB5 2.0 1.0 - -
MSB5 1.0 - 05 -
MSB5 1.0 - 1.0 -
MSB5 1.0 - 2.0 -
MSB5 - - - 0.5
MSB5 - - - 1.0
MSB5 - - - 2.0
3.2.6 Koklendirme ¢calismalari

Rejenere olan siirgiinlerin boylar1 1-2 cm uzunluga ulastiginda koklendirme ortamlari

icin hormon kombinasyonlar1 yapilmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9 Koklendirme i¢in kullanilan TAA ve IBA biiyiime diizenleyici oranlari

Besin Ortamm

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

IAA (mg/L) IBA (mg/L)
MSB5 0.5 0.5
MSB5 1.0 1.0
MSB5 15 15

3.2.7 lstatistiksel Analizler

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak Tesadiif Deneme Desenine gore kurulmus

olup, her bir tekerriirde 10 eksplantin kullanilmistir. Calismadan elde edilen veriler “SPSS for

Windows” istatistik programinda tek yonlii varyans analizine tabi tutulmustur. Ortalamalar

arasindaki fark Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile kiyaslanmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Arastirma Bulgular

Tohum ¢imlenme ylizdesi, slirglin olusum ylizdesi, eksplant bagina siirgiin sayist ve

koklenme oranlar1 belirlenmistir.

4.1.1 Tohum sterilizasyon sonuglari

1.Sterilizasyon metodu icin ¢cimlenme sonucu:

MS, MSB5, LS, LSB5, SH, SHB5 besin ortamlarindan sadece MSB5 besin ortamindan
sonu¢ almmistir. MSB5 besin ortaminda ¢imlenme oraninin yaklasik % 6.6 oldugu tespit

edilmisgtir.

2., 3., 4. ve 5. Sterilizasyon metodu icin ¢imlendirme sonucu: Ilk sterilizasyon

metodunda ¢imlenmeye uygun ortamin MSBS5 oldugu belirlenmigstir. Nitekim; ikinci tohum
sterilizasyon metodunda kontaminasyon olmus, ¢imlenme olmamistir. Ugiincii metotta ise
kontaminasyon olmamis fakat ¢imlenmede olmamistir. Dordiincii ve besinci sterilizasyon

metotlarinda da ¢imlenme olmamis, kontaminasyon gozlenmistir.

6. Sterilizasyon metodu icin cimlendirme sonucu:

Yapilan sterilizasyon uygulamasinda en iyi sonug; 15. giiniin sonunda % 7.5’luk ¢camasir
suyu ile 24 saat 42°C’de bekletilen tohumlardan elde edilmistir. Bu yontemde kontaminasyon

gozlenmemistir.

Kiiltiire alindiktan sonra 21 giin sonra, Gamborg B5, LS, SH ve bunlara ilave edilen
Gamborg BS vitamin mix besin ortamlarinda ¢imlenme olmadigi gézlenmistir. En uygun
sterilizasyon metodu olan % 7.5 ¢amasir suyut42°C etiivde bekletilme islemi uygulanan
tohumlarla farkli besin ortaminda ¢imlenme oranlart MS ve vitamin igeren ortamda %5, MS

Salt ‘da %1.7 iken MSB5’de % 8.3 oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1).
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o P N W bk~ OO N 00 ©

MS+vit  MS+B5 MSSalt MS Salt LS LS+B5 Gamborg Gamborg
+B5 B5 B5+B5

Besin ortamlar1

Farkl1 besin ortamlarindaki ¢imlenme orani

Sekil 4.1 H. arenarium subsp. erzincanicum tohumlarinin MS vitamin, MSB5, MS Salt, Gamborg B5, LS, SH ve
Gamborg BS5 vitamin mix i¢eren besin ortamlarinda ¢imlenme oranlari

En iyi ¢imlenme ortaminin MSBS olarak teyit edilmesiyle ¢imlenen tohum sayisini
arttrmak icin; 1 mg/L GAsz, 1 mg/L GAs+1l mg/L BAP ve 1 mg/L GAs+ 2 mg/L BAP
hormonlar1 besin ortamina ilave edilmistir. Cizelge 4.1 de H. arenarium subsp. erzincanicum
tohumlarinin, MSBS5 besin ortaminda BAP ve GAs bitki biiylime diizenleyicilerinin
¢imlenmeye etkisi verilmistir. Istatistiksel olarak uygulamalar arasindaki fark ©nemli
bulunmustur. En iyi ¢imlenme orani %27.22 ile 1mg/L BAP + 1 mg/L GAs i¢ceren MSB5 besin
ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 4.1 H. arenarium subsp. erzincanicum ’un MSB5 ortaminda BAP ve GA3bitki biiylime diizenleyicilerinin
tohum ¢imlenmeye etkisi

i °
BAP ve GAz’nin Cimlenme Oram (%)

cimlenmeye etkisi (%)

H.arenarium subsp. erzincanicum

1 mg/L GA3 21.31+2.1°

1 mg/L GAs+1 mg/L BAP |27.22 £ 2.62

1 mg/L GAs+2 mg/L BAP |14.76+1.2°¢

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.
(+) standart sapma
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4.1.2 Kiiltiir ortaminda alinan siirgiinlerin sterilizasyon sonuglari

Kiiltiir ortamindan alinan siirgiinlerin sterilizasyon sonuglari; 2. ve 4. metotlar1 diginda
kontaminasyon ile karsilasiimustir. Ugiincii ve besinci sterilizasyon metodu kullanilarak yapilan
caligmalarin sonucunda, steril fide elde edilememistir. Biitiin bitkiler kararma yaparak

kaybedilmistir.

4.1.3 Siirgiin rejenerasyonu sonuclari

Tohumdan elde ettigimiz steril bitkicikler 21. giiniin sonunda, ti¢ farkli biiytime (0.5, 1,
2 mg/L BAP) diizenleyicisi i¢eren besin ortamlarina aktarilmistir. En iyi siirgiin rejenerasyonu,
1 mg/L BAP i¢eren MSB5 besin ortamindan elde edilmistir. Bu nedenle, sonraki uygulamalar
1 mg/L BAP+ MSBS besin ortami ile yapilmustir.

Cizelge 4.2 ‘de H. arenarium subsp. erzincanicum bitkicikleri BAP hormonu igeren
MSBS5 ortamina alinmistir. Istatistiksel uygulamalar arasindaki fark 6nemli bulunmustur. En

iyi siirgiin olusturma % 61.2 ile 1 mg/L BAP igeren MSB5 besin ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli oranlarda BAP igeren MSB5 besin ortaminin H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin kiiltiir
baslangicindan 8 hafta sonra siirgiin olusturma etkisi

Biiyiime diizenleyicileri (mg/L) Siirgiin olusturan eksplant oram (%)
BAP H. arenarium subsp. erzincanicum

0.5 mg/L BAP 19.8 £1.6°

1 mg/L BAP 61.2 +£4,22

2 mg/L BAP 38.03 +2,8"

Aynu satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
() standart sapma
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Sekil 4.2 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin MSBS5 besin ortamina 1 mg/L BAP ilave edilerek siirgiin
rejenerasyonu (a) bitkinin ilk aktarildig1 giin (b) bitkinin 8 hafta sonundaki hali

4.1.4 KIN ve IAA biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin rejenerasyon sonuclari

KIN ve IAA ’nin farkli hormon kombinasyonlarini igeren MSB5 ortamina, 1 mg/L BAP
’dan elde edilen siirgiinler aktarilmistir. Otuzuncu giiniin sonunda elde edilen bitkiciklerin
boylarinda uzamistir. Cizelge 4.3 ’da goriildiigii gibi H. arenarium subsp. erzincanicum
bitkicikleri farkli konsantrasyonlarda KIN ve IAA iceren ortama aktarilmistir. Istatistiksel
olarak uygulamalar arasindaki fark énemli bulunmustur. En 1yi siirglin gelisimi %60 ile KIN
(5mg/L) + IAA (0.5 mg/L) igeren MSB5 besin ortaminda gozlenmistir. Ayrica Sekil 4.7°de elde

edilen bitkiciklerin fotograflar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.3 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkilerinin, MSB5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki
KIN ve TAA bitki biiylime diizenleyicilerinin siirgilin gelisimi lizerine etkisi

Biiyiime Diizenleyici Kombinasyonlari g/lol;l ve IAA'mn Siirgiin Olusturma Yiizdesi
KIN (0)+1AA(0) 26.6+1.3¢

KIN (1 mg/L)+IAA(0) -

KIN (1 mg/L)+IAA(0.5 mg/L) -

KIN (3 mg/L)+IAA(0) -

KIN (3 mg/L)+IAA(0.5 mg/L) 53.3+2.72

KIN (4 mg/L)+1AA(0) 53.3+2.7%

KIN (4 mg/L)+IAA(0.5 mg/L) 46.7+23°

KIN (5 mg/L)+I1AA(0) 33.3+£1.6°

KIN (5 mg/L)+IAA(0.5 mg/L) 60 +3.12

Ayni satirda farkl: kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
(£) standart sapma
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Sekil 4.3 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin MSB5 besin ortamina KIN (5 mg/L)+IAA(0.5 mg/L) ilave
edilerek siirgiin gelisimi, (a) bitkiciklerin ilk aktarildig: giin (b), (¢) ve (d) bitkiciklerin 30 giin sonraki hali

4.1.5 Kallus olusumu

In vitro kosullarda tohum cimlendirilerek elde edilen steril bitkicikler 1 mg/L BAP
iceren besin ortamina alinmistir. Otuz giiniin sonunda siirgilinlerin yaninda ve iizerinde olusan
kalluslar, farkli uygulamalarla alt kiiltiire alinmistir. 2,4-D hormonu kullanilarak yapilan ilk
uygulamada kalluslar sertlesmis ve kararmistir. TDZ, NAA ve Pikloram hormonlarmnin farkli
kombinasyonlari ile ¢aligmalar yapilmistir.

Cizelge 4.4°de elde edilen kalluslarin yapisi ve rengi belirtilmistir. Uygulamalar da en
iyi hormon kombinasyonu 2 mg/L TDZ +1 mg/L NAA olarak tespit edilmistir. Istatistiksel
olarak uygulamalar arasindaki fark 6nemli bulunmustur. En iyi kallus % 80.2 ile TDZ (2mg/L)
+ NAA (1 mg/L)iceren MSB5 besin ortaminda gézlenmistir.

Cizelge 4.4 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin, MSB5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki
2,4 D, TDZ, NAA ve Pikloram bitki biiylime diizenleyicilerinin kallus geligimine etkisi

2,4-D (mg/L) Kallus yapis1 ve rengi Kallus Olusum Orani (%)
0.5 Kahverengi az gelismis 27.1+24"°
1 Kahverengi gelismis 38.7+3.12
2 Acik Kahverengi ve az gelismis | 17.8+1.6°
TDZ (mg/L) Pikloram (mg/L)

1 0.5 Kahverengi ve az gelismis 26.7+2.8°2
1 1 Kahverengi, az gelismis 33.3+3.1%

1 2 Acik Kahverengi ve az gelismis | 20.0+2.4 b
TDZ (mg/L) NAA (mg/L)

0.5 1 Kahverengi, az gelismis 26.7+48°
1 1 Yesil ve kahverengi, az gelismis | 60.1+ 10.2 b
2 1 Yesil, gelismis 80.2+16.82

Aynu satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

(+) standart sapma
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Sekil 4.4’ de H. arenarium subsp. erzincanicum bitkiciklerinin 1 mg/L BAP igeren
MSBS besin ortaminda olusan kallus kiiltiirleri alinarak; (0.5, 1 ve 2 mg/L) 2,4-D bitki biiyiime
diizenleyici iceren MSB5 ortama aktarilmigtir. En iyi ortam 1 mg/L 2,4-D igeren ortam olsa da

bir siire sonra bu ortamda kalluslar kararma yapmustir.
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Sekil 4.4 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, 2,4 D igeren MSB5 ortaminin kallus gelisimi tizerine etkisi

Sekil 4.5” de H. arenarium subsp. erzincanicum bitkiciklerinin 1 mg/L BAP igeren
MSBS5 besin ortaminda olusan kallus kiiltiirleri alinarak; (0.5, 1 ve 2 mg/L) TDZ+ (1 mg/L)
NAA hormon kombinasyonu iceren MSB5 ortama aktarilmistir. En iyi kallus gelisimi 1 mg/L
NAA+ 2 mg/L TDZ hormon kombinasyonu igeren ortam olmustur. Caligmalarda kallus

gelistirmek i¢in 1 mg/L NAA+ 2 mg/L TDZ hormonlari kullanilmistir.
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iizerine etkisi

TDZ ve NAA'nin kallus

1(mg/L) NAA 1 (mg/L) NAA 1 (mg/L) NAA
05(mg/L) TDZ 1(mg/L) TDZ 2 (mg/L) TDZ

Sekil 4.5 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, TDZ ve NAA iceren MSB5 ortaminin kallus gelisimi {izerine
etkisi
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Sekil 4.6” de H. arenarium subsp. erzincanicum bitkiciklerinin 1 mg/L BAP igeren
MSBS5 besin ortaminda olusan kallus kiiltiirleri alinarak; 1 mg/L TDZ ve (0.5, 1 ve 2 mg/L)
pikloram hormon kombinasyonu igeren MSB5 ortama aktarilmistir. Kallus gelisimi 1 mg/L
TDZ ve 1 mg/L pikloram hormon kombinasyonunda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak kallus

gelisimi saglanamamustir.
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Sekil 4.6 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, TDZ ve Pikloram igeren MSB5 ortaminin kallus gelisimi
tizerine etkisi

Sekil 4.7 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin, MSB5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki (a)
2,4 D, igeren MSB5 ortamda gelisim gosteren kalluslar (b) ve (c) 2mg/L TDZ+ 1mg/L NAA igeren ortamda
gelisim gosteren kalluslar
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4.1.6 Koklendirme ve dis kosullara alistirma sonuclari

KIN ve IAA kullanilarak elde edilen siirgiinler IBA ve IAA’ nin farkli oranlarda (0.5,
1, 1.5 mg/L IAA ve 0.5, 1, 1.5 mg/L IBA) hormon i¢eren MSB5 besin ortamina aktarilmustir.
Otuz giiniin sonunda siirgiinler koklenmistir. Yapilan uygulamada kontrol grubunda kok
olusumu gozlenmemistir. Koklenme, 1 mg/L IBA igeren besin ortaminda en iyi sonucu
vermigtir. Bu ortamda koklenen bitkiler aklimitizasyon i¢in kullanilmastir.

Sekil 4.8’da H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, KIN (5 mg/L) + IAA (0.5
mg/L) MSB5 ortamindan elde edilen siirgiinlerin koklenme sonuglart gosterilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki IBA ve [AA bitki biliylime diizenleyicilerinde kok gelisimi incelenmistir.

Kok gelisiminin %77.8 oranla 1 mg/L IBA iceren MSB5 ortam oldugu tespit edilmistir.

80

70
60
50
3
2
1 B

05mg/lL  1mg/L 15mg/L 05mg/L 1mg/L 1,5mg/L
1AA I1AA I1AA IBA IBA IBA

= Kok Olugum Orani (%)

o o

IAA ve IBA hormonlarinin kék olusum
orant
S
o o o

Sekil 4.8 H. arenarium subsp. erzincanicum bitkiciklerinin, MSBS5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki
IAA ve IBA bitki biiyiime diizenleyicilerin koklenmeye etkisi.

Sekil 4.9 H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriiniin, MSB5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki IBA
hormonunun koklenmeye etkisi (a) koklenmeye alinan bitkicik (b) 30 giin sonra 1 mg/L IBA igeren ortamda
koklenen bitkicik
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Sekil 4.10 H. arenarium subsp. erzincanicum tiirtiniin, MSB5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki IBA
hormonunun koklenmeye etkisi (a) ve (b) 1mg/L IBA igeren ortamda kdklenmeye alinan bitkicikler (¢) 1.5 mg/L
IBA igeren ortamda koklenmeye alinan bitkicikler ve (d) 0.5 mg/L IBA igeren ortamda koklenmeye alinan
bitkicikler

Sekil 4.11 H. arenarium subsp. erzincanicum tiirtiniin, MSB5 ortamina eklenen farkli konsantrasyonlardaki IAA
hormonunun koéklenmeye etkisi (a) koklenme ortamina alinan bitkicikler (b) 1 mg/L IAA igeren ortamda
koklenmeye alinan bitkicikler (¢) 1.5 mg/L IAA igeren ortamda koklenmeye alinan bitkicikler

Sekil 4.12 H. arenarium subsp. erzincanicum tiriiniin, 1 mg/L IBA hormonunda koklenen bitkiciklerin perlit ve
torfkarisimda dis kosullara alistirilma asamasi (a) ve (b )bitkiciklerin hormondan ve besin ortamindan arindirilarak
torf ve perlit karigimina alinmasi (c) tizerlerine poset gecirilerek havayla temasinin engellenmesi (d) bir hafta
sonunda bitkiciklerin goriintiisii

Koklenen bitkicikler steril edilen 1 litre torf ve 1 litre perlit karisiminda dis kosullara
alisgtirma iglemi yapilmistir. Bitkiciklere 2 giinde bir sulama yapilmis ve ilizerine gecirilen
posetlere delikler agilmistir. Fakat ilk haftanin sonunda bazi bitkiciklerin tizerinde kiiflenme
meydana gelmis ve bitkicikler gelismemistir. Diger bitkicikler ise kararmistir, boylece dis

kosullara alistirma yapilan bitkicikler kaybedilmistir.
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4.2 Tartisma

Tez calismasinda H. arenarium subsp. erzincanicum bitkisinin tohumu kullanilarak
yapilan sterilizasyon isleminde, tohumun ¢ok kiigiik olmas1 ve tiiysii yapis1 nedeniyle bazi
zorluklarla karsilasilmistir. Farkli oranlarda dezenfektanlar (H.O2, NaOCI, Tween 20)
kullanilarak uygulanan sterilizasyonlarda tohumlar ¢imlenmemistir. Kullandigimiz sodyum
hipoklorit oranlari (%5, 10, 20) ile kontaminasyon olusmustur, ayn1 zamanda g¢imlenme
meydana gelmemistir. Yiiksek konsantrasyonlarda sodyum hipoklorit gibi ajanlarin
kullanilmasi, tohumlarin ¢imlenmesine engel olabilecegi diisiiniilmektedir. Battal ve ark.,
2019°da Alcea kurdica Alef. bitkisinde yaptiklar1 c¢alisma kaynak alinarak uygulanan
sterilizasyon metodundan sonug¢ alinmistir. H. arenarium subsp. erzincanicum tohumlarina
uygulanan %7.5 SH+42 °C muamele ile kontaminasyon asilmistir. Diisiikk oranda sodyum
hipoklorit (%7.5) tohumun yapisina zarar vermezken, 42 °C sicaklik muamelesi ile tohumun
tilysli ylizeyinde var olabilecek bakteri-fungus veya sporlarin ortamdan uzaklastirilmasi

saglanmistir. Boylece tohumlarin ¢imlenmesi saglikli bir besin ortaminda gergeklesmistir.

Figas ve ark. (2016) H. arenarium ‘da bitkinin apikal meristemlerini %9’luk Ca (OCl.)
ile steril etmis ve basarili olmustur. Calismamizda kiiltiir ortamindan toplanan yaprak,
koltukalt1 ve apikal meristemlere % 9’luk Ca (OCl) ile sterilizasyon islemi uygulanmistir.
Eksplantlar MSBS ortaminda inkiibe edilmistir. Kontaminasyon ve eksplantlarin kararmasi
nedeniyle bu uygulamadan sonug alinamamaistir. Calismamizda kullandigimiz bitkinin endemik

ve alttiir olmasi, H. arenarium tiirtinden farkli sonuglar ortaya ¢ikarabilmektedir.

Uyanik (2017) yapmis oldugu tez caligmasinda farkli oranlarda PPM kullanarak adacay1
bitkisinde sterilizasyonu uygulamasinda basarili sonuglar almistir. Bu ¢calisma kaynak alinarak,
H. arenarium subsp. erzincanicum tiiriinde bitkinin yaprak, koltukalti ve apikal meristemleri
icin % 10 NaOCI+ 1 mg/L PPM ve % 10 NaOCI + 2 mg/L PPM’ de sterilizasyon caligmasi
yapilmustir. Ajan olarak kullanilan PPM’e bagli olarak bitkilerde kontaminasyon olmamastir.
Fakat bu kez kararma ve doku o6liimleriyle karsilagilmistir. Bu durum toprak istii kisimlari
kullanilarak yapilan sterilizasyon uygulamalarinda ilerlemeyi engellemistir. Uyanik (2017)
yapmis oldugu tez caligmasinda farkli oranlarda PPM kullanarak adacay1 bitkisinde
sterilizasyon uygulamasinda basarili sonuglar almistir. Calisilan tiirlerin farkli olmasi, bitkilerin

kullanilan ajanlara dayanikliligini degistirebilmektedir.

Bir¢ok otsu bitki i¢cin mikro c¢ogaltim c¢alismalarinin uygulanabilirligi yapilan
caligmalarla goriilmiistiir. Bitki doku kiiltiirlerinin basaris1 genotipe, kiiltiir kosullarina,

eksplantin tipine, dogadan toplanildigi doneme ve bitkinin yetistirme kosullarina gore
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degismektedir. Doku kiiltiiriindeki rejenerasyon kapasitesi yetiskin yani bitkinin ¢igek actiktan
sonraki donemi ile geng ¢iceklenmeden dnceki donem arasinda fark oldugu yapilan ¢aligmalarla

gorilmistir (Hiirkan, 2021).

Besin ortamlari, bir bitkinin biiyiimesi i¢in gerekli makro elementleri, mikro elementleri
ve vitaminleri i¢ermektedir. Optimum biiyliime i¢in gerekli besin igerigi tiire ve ¢eside 6zgii
olabildiginden optimum besin ortaminin belirlenmesi gerekmektedir. Besin ortami kiiltiirii
baslatma, siirgiin tesvigi, ¢cogalma ve koklenme asamalarinda hayati rol oynamaktadir (Bolat
ve Kara, 2017). Tez ¢alismamizda mikro ¢ogaltim ¢alismalar igin MS mineral tuzlari, MSB5,
LS, SH gibi farkli besin ortamlar1 kullanilmistir. Bunlar igerisinde tohumun ¢imlenmesi, siirgiin
ve kallus gelisiminin en iyi oldugu ortam MSB5 olmustur. Figas ve ark. (2016) yaptiklar
rejenerasyon c¢aligmalarinda MS besin ortamini kullanmis ve olumlu sonuglar almistir. Farkli
tiirler veya endemik bitkiler in vitro ortamda temel besin tuzlarinin yani sira, degisik vitaminlere
ihtiya¢ duyabilmektedir. Calismamizda MS temel besin ortamina ilave olarak B5 vitaminlerinin

yer almasi, tohum ¢imlendirme ve siirgiin gelisimini olumlu yonde etkilemistir.

Tohum ¢imlenmesi i¢in; 151k, sicaklik, nem gibi fiziksel faktorlerin yani sira, endojen
biiytime faktorleri (GAs) de gereklidir. Arabidopsis'te bildirildigi gibi hiicre genislemesi ve
modifikasyonunda yer alan gen ekspresyonunu uyararak, tohum oOrtiisiniin zayifligini
tetikleyen embriyonik GAs salinmaktadir (Gupta ve Chakrabarty, 2013). Zhang ve ark. (2005)
patates bitkisinde uyguladiklart GA3 ve BAP hormonlari ile siirgiin boyunda ve yumrularda
artigin saglandigini bildirmistir. {lk olarak biiyiime diizenleyici igermeyen MSBS5 besin
ortaminda tohumlarimizin ¢cimlenme orani % 6.6 olarak tespit edilmistir. Tohumlarda ¢imlenme
oranini arttirmak ve ¢imlenmeyi tesvik amaciyla BAP ve GAzs bitki biiyiime diizenleyicilerinin
farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlart kullanilmistir. En iyi sonug; % 27.22 ile 1 mg/L
BAP + 1 mg/L GAsigeren besin ortamindan elde edilmistir. Giberellik asidin tohumda var olan
dormansiyi kirarak ¢imlenmeyi sagladigi, BAP hormonunun siirgiin boyunun uzamasini
sagladig1 yaptigimiz ¢alisma ile desteklenmektedir. Boylece hormonsuz besin ortamina gore,

tohum ¢imlenme orani 4 kat arttirilmigtr.

Sitokinin ilk olarak hiicre boliinmesini destekleyen bir bitki hormonu olarak
kesfedilmistir. Sitokininler siirgiin rejenerasyon siirecinde yer alan birincil bitki biiyiime
diizenleyicileridir. Optimum Sitokinin konsantrasyonlari, hiicre boliinmesini yonlendiren RNA,
DNA ve Protein sentezini 6nemli 6l¢iide arttirirken asir1 konsantrasyonlar (daha yiiksek veya
daha distik) bitki tiirii fark etmeksizin bodur siirgiinler asir1 kallus iiretimi veya siirgiin ucu

nekrozu gibi olumsuz etkilere neden olmaktadir (Chauhan ve ark., 2012; Girijashankar, 2012;
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Amghar ve ark., 2021). Tohum ¢imlenmesi, apikal gelisimi, yaprak genislemesi, tireme gelisimi
ve yaslanmanin gecikmesi dahil olmak iizere bitki biiyiimesi ve gelisiminin ¢esitli yonlerini
etkiledigi bilinmektedir (Ashikari ve ark., 2005). [n vitro calismalarda bitki biiyiime

diizenleyicilerinin kombine olarak kullanilmas1 basariy1 arttiran bir faktor olarak goriilmiistiir.

Amghar ve ark. (2021), argan bitkisinde yaptiklar1 organogenesis ¢alismalarinda,
GA3’in ¢imlenme oranini arttirdigini, MS besin ortaminda 1 mg/L BAP ve 2 mg/L GA3’in ise
adventif siirglin sayisinda artis meydana getirdigini bildirmistir. Ayrica karanlik ortamda 2
mg/L BAP igeren MS besin ortaminda adventif siirgiin rejenerasyonun en yiiksek oranda
oldugunu tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 1 mg/L BAP iceren MSBS5 ortaminda %
61.2 ile silirgiin rejenerasyonu en yiiksek orandadir. Bdylece BAP hormonun siirgiin

rejenerasyonunda genel olarak basarili oldugu, yapilan ¢calismalar ile desteklenmektedir.

Giovannini ve ark. (2003) H. stoechas ve H. italicum bitkilerinde mikro ¢ogaltim
caligmalar1 yapmistir. Calismalart BAP ilave edilen ortamda siirgiin sayilar1 ikiye katlamistir.
Figas ve ark. (2016) apikal meristemleri eksplant olarak kullanmig, KIN ve 1AA hormon
kombinasyonlarinin etkisi arastirmistir. Yapilan ¢alismada MS besin ortaminda KIN ve 1AA
hormonlari, siirgiin vermenin yanisira boy uzamasini olumlu yonde etkilemistir. Diger yandan
Dimitrova ve Nacheva (2018) H. italicum tiirinde yaptiklari mikrogogaltim ¢alismasinda, 5 uM
KIN ile desteklenmis DKW ortamda en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu saglamistir.
Calismamizda en iyi siirgiin gelisimi % 60 oraninda 5 mg/L KIN ve 0.5mg/L IAA igeren MSB5

besin ortamindan elde edilmistir.

Kallus kiiltiirii bitkinin farkli ve geng organ dokular1 kullanilarak farklilagmamis hiicre
yiginlar1 olusturmasidir. Kallus kiiltiirleri elde edildikten sonra devamli alt kiiltiir yapilarak
cogaltma islemi hizlandirilmaktadir. Kalluslarin gelisme ortamlarina farkli bitki biiylime
diizenleyiciler, degisik miktarlarda eklenerek kok yada siirglin gelisimine tesvik edilip
bitkicikler elde edilmektedir (Evans ve ark., 1981). Calismamizda kalluslar 1 mg/L BAP
ortaminda olusmustur. Daha sonra farkli konsatrasyonlarda 2,4-D, TDZ ve Pikloram
hormonlarini igeren MSBS5 ortamina aktarilmistir. Canli, kirillgan ve yesil kalluslar, en 1yi 1
mg/L NAA ve 2 mg/L TDZ igeren MSBS5 ortaminda gelisim gostermistir. H. pallasii tiirtinde
ise kallus iiretimi i¢in 1 mg/L TDZ kullanilarak canli, yesil ve yiiksek oranda kallus (%81.3)
elde edilmistir (Yurteri ve ark., 2021).

Oksinler bitkilerin kok indiiksiyon siirecinde 6nemli bir rol oynayan bitki biiylime
diizenleyicileridir. [n vitro rejenere siirgiinlerin koklenme kapasitesi genotipe bagl olarak

degismektedir. Koklenme i¢in optimum bitki bilylime diizenleyici konsantrasyonunun g¢esidine
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0zgii oldugu bilinmektedir (Babaoglu ve ark., 2001). Literatiir incelendiginde kdklendirme icin
IAA, IBA ve NAA oksin hormonlarinin en sik kullanilan oldugu bildirilmistir. Sadece kok
indiiksiyonu degil ayn1 zamanda kdk uzamasi da oksin konsantrasyonuna son derece duyarlidir
(Koca, 2015). Ayrica, Thomaszewska-Sowa ve Figas (2014), Asteraceae familyasinin baska
bir iiyesi olan Silphium perfoliatum L. mikro ¢ogaltimi {izerine yaptiklar1 arastirmada, herhangi
fitohormon icermeyen bir ortam kullanarak koklendirilmede bitkilerin %100 oraninda kdk
olusumu saglanmistir. Bununla birlikte, altin otu bitkisinde, oksinlerin eklenmesi kok
olusumunu olumlu yonde etkilemistir. Tez ¢alismamizda ise en ideal oksin oraninin 1 mg/L
IBA (%77.8) igeren MSBS5 besin ortam1 oldugu gozlenmistir. Bitki tiiriine gére koklenme orani
hormonlu veya hormonsuz ortamlarda degigsmekle birlikte, genel olarak IBA biiyiime
diizenleyicisinin koklenmeyi tesvik ettigi ve siirgiin boyunda artis meydana getirdigi

bildirilmektedir (Yurteri ve ark., 2021).

Aklimitizasyon agsamasinda koklenen bitkiciklerin dis kosullara alistirildigr bir siiregtir.
Kademeli olarak ilerleyen bu siiregte daha 6nce in vitro ortamda biiyiiyen bitkicikler oldukca
hassastir. Bu yiizden bitkilerin yakindan takibi yapilmasi onemlidir. Tez g¢alismamizda
aklimatizasyon icin ilk asama olan bitkiciklerin koklendirilmesi gerceklestirilmistir. Ikinci
asamada steril edilmis 1:1 oraninda torf ve perlit igerisinde aktarim yapilmistir. Uzerleri
kapatilarak nem ve sicakligin kontrol edildigi ortama almmustir. Uzerleri kapal1 olan bitkicikler
kademeli olarak nem miktarm diisiirmek igin delikler agilmistir. ikinci haftanin sonunda
bitkicikler kaybedilmistir. Alternatif olarak torf ve perlitten baska vermikiilit, kum, akadama
iceren ortamlarinda denenebilecegi diistiniilmektedir. Sawilska ve ark. (2009) H. arenarium
tiirlinli sera ve tarla kosullarina adapte etmede mantar mikorizalarinin etkili oldugunu, Figas ve

ark. (2016) MS soliisyonu ile sulamanin adaptasyonu arttirabilecegini vurgulamislardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, endemik bir bitki tiirii olan H. arenarium subsp erzincanicum' un; farkli
sterilizasyon metotlar1, farkli besin ortamlar1 ve bitki biiyime diizenleyicileri kullanilarak
mikrogogaltim calismalar1 yapilmistir. Boylece, Helichrysum cinsinin diger tiirleri veya alt
tiirleri i¢in de uygulanabilecek, temelde tohum sterilizasyonuna dayanan, farkli oksin ve
sitokinin tiirevleri ile etkili protokoller olusturulmasi saglanmistir. Calismamizda, dis kosullara
alistirma agsamasinda yasanan problemlerin, farkli protokoller olusturularak asilabilecegi
distiniilmektedir. Caligilan tiirtin endemik olmasi, farkli iklim ve sicaklik isteklerine sahip
olmasi, bitkinin genotipik ve fenotipik yapisi; in Vvitro tekniklerde yapilabilecek
manipiilasyonlarla aklimitizasyonu tekrar ¢alisilabilir. Ayrica hiicre stispansiyon kiiltiirleri ile
faydali biyoaktif bilesenlerin iiretimi ve fitojenlere karsi biyolojik deneylerde kullanilmak iizere

caligmalara devam edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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