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Oz

Arastirmada, Echinacea pallida turinde yaprak, yaprak sapi, kotiledon ve kdk eksplantlarindan
turetilmis kalluslar araciligiyla sirgiin rejenerasyonu calisiimistir. Dort farkh eksplant tipinden tiretilmis
kalluslar, siirgiin gelisimini tesvik etmek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 veya 4.0 mg I'!) ve
cesitte sitokinin (BAP, TDZ, KIN) iceren MS besin ortamlarinda kiltire alinmistir. En yiksek siirgiin
rejenerasyonu (sirasiyla %81 ve %59) 0.5 mg I'* BAP iceren ortamda kotiledon eksplantlarindan tiiretilmis
kalluslar ile 1.0 mg I'X BAP iceren ortamda kék eksplantlarindan tiiretilmis kalluslardan elde edilmistir. Eksplant
basina en yiiksek siirgiin sayisi (4.83 adet) 0.5 mg |2 BAP iceren besin ortaminda kok eksplantlarindan tiiretilmis
kalluslardan elde edilmistir. Elde edilen sirgunler, kok olusumunu tesvik etmek ve rejenerasyon sirecini
tamamlamak amaciyla farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1.0 veya 1.5 mg I'}) ve tiplerde oksin (NAA, IBA, 1AA)
iceren ve icermeyen MS besin ortamlarinda kiltire alinmistir. En yiksek koklenme orani (%6) biyime
diizenleyicisi icermeyen ve 0.5 mg I' IBA iceren besin ortamindan elde edilmistir. Diger oksin tipleri ve
konsantrasyonlarinda koklenme tespit edilmemistir.

Anahtar kelimeler: Echinacea, eksplant tipi, kbklenme, organogenesis, siirgiin rejenerasyonu

Indirect Shoot Regeneration From Different Explant Types in Echinacea (Echinacea pallida)

Abstract

In the study, shoot regeneration was obtained by means of callus derived from leaves, petioles,
cotyledons and root explants of Echinacea pallida. Callus derived from four different types of explants were
cultured in MS containing different concentrations (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 or 4.0 mg I'? ) and variety of cytokine (BAP,
TDZ, KIN) to promote shoot induction. The highest shoot-forming explant percentages (81% and 59%,
respectively) were obtained in medium containing 0.5 mg It BAP and callus derived from cotyledon and root
explants in medium containing 1.0 mg I BAP. The highest number of shoots per explant (4.83) was reached in
callus obtained from root explants in MS containing 0.5 mg I"* BAP. The regenerated shoots obtained were
cultured in MS with and without auxin (NAA, IBA, IAA) in different concentrations (0.5, 1.0 or 1.5 mg 1) in
order to stimulate root induction and complete the regeneration process. The highest rooting rate (6%) was
obtained in a media without growth regulator and containing 0.5 mg I'1 IBA. Rooting was not detected in other
auxin types and concentrations.

Key words: Echinacea, explant type, rooting, organogenesis, shoot regeneration

Giris Black Sampson, Purple/Red Coneflower gibi farkl

Ekinezya tiirleri, Asteraceae familyasina ait, isimler verilen ekinezya tirleri, Ulkemizde ise
stis ve tibbi degeri olan cok yillik, otsu bitkilerdir yaygin olarak ekinezya, pembe/mor koni gicegi
(Barrett, 2003; Toselli ve ark., 2009). Diinyada veya kirpiotu gibi isimler ile bilinmektedir (Wichtl,
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2004; Celik ve Kan, 2019). Ekinezya cinsi, 9 tlr
altinda toplanmis olup (McGregor, 1968),
bunlardan o6zellikle ti¢cii Echinacea purpurea (L.)
Moench, Echinacea angustifolia  DC. var.
angustifolia ve Echinacea pallida (Nutt.) Nutt. tibbi
bitki olarak bilinen ve ekonomik éneme sahip olan
tirleridir (Barnes ve ark., 2005). Bu tirler arasinda
E. pallida, fenolik bilesiklerin  birikimi ve
alkalamitler agisindan fitokimyasal olarak benzersiz
olup, bu sayede bagisikhk sistemini
uyarici/gliclendirici ve antioksidan (Mishima ve ark.
2004), antienflamatuvar ve yara iyilestirici (Speroni
ve ark. 2002) ve antimikrobiyal (Jamshidi ve ark.
2014) basta olmak Gzere o6nemli biyolojik
aktivitelere sahiptir (Gao ve ark., 2018).

Tibbi degeri ve ¢ok yonli kullanim alanlari
sayesinde popiilerligi giderek artan Ekinezya, son
yillarda Avrupa ve Amerika’nin en ¢ok satan tibbi
bitkisi haline gelmistir (Smith ve ark., 2015). Ancak
ekinezyanin ticari anlamda bitkisel Gretimi, bitki
materyalinin ~ mikroorganizmalarla  bulasmasi,
cevreden kaynaklanan Kkirlilik, aktif bilesenlerin
degiskenligi ve biyokimyasal analizler igin saf,
standartlastiriimis bitki materyalinin olmamasi gibi
cesitli  sebeplerden dolayr yetersiz diizeyde
kalmaktadir (Raman ve ark., 2004). Bu sorunlarin
online gecmek icin ekinezya tirlerinin Gretiminde
biyoteknolojik yontemler, 6zellikle hiicre ve doku
kiltarleri alternatif ~ bir  yontem olarak
gorilmektedir. Hicre ve doku kiltlrleri yoluyla
Uretim sayesinde, bitkinin kiltlirG  esnasinda
karsilasilan  cevresel etkenler (iklim, cografi
zorluklar,  mevsimsel kisitlamalar)  ortadan
kaldirilmakta, daha az arazi kullanimi saglanmakta,
bitkinin dogadan toplanarak neslinin yok olmasi
engellenmekte, ayrica bitkilerde diisik miktarlarda
bulunan ekonomik agidan degerli metabolitlerin
yeterli miktarda Uretilebilmesi ve Uretimde
homojenite, standart kalite ve verimliligin
olusturulmasi gibi avantajlar saglanmaktadir (Rao
ve Ravishankar, 2002).

Bitki hicre ve doku kiltirleri vyoluyla
Uretimin gergeklestirilebilmesi icin Oncelikle etkili
ve tekrar edilebilen bir rejenerasyon sisteminin
olusturulmasi  gerekmektedir.  Glvenilir  bir
rejenerasyon sistemi ayni zamanda, somaklonal
varyasyonlarin olusturulmasi, in vitro mutantlarin

segimi ve gen aktarimi gibi genetik
manipilasyonlarin  olusturulmasina da olanak
saglamaktadir. E. pallida’da vyapilan 6nceki

calismalarda, hipokotil eksplantlarindan somatik
embriyogenesis (Lakshmanan ve ark., 2002) ve
yaprak eksplantlarindan indirekt strgln
organogenesis (Koroch ve ark., 2003) araciligla in
vitro rejenerasyon saglanmistir. Ancak, farkh
bliyiime diizenleyicisi kombinasyonlarinda, bitkinin
farkli eksplant tiplerinin rejenerasyona tepkilerinin
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belirlenmesi agisindan yeterli galisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizin temel
amaci, farkl konsantrasyonlarda BAP, TDZ ve KIN
blylime dizenleyicilerinin, yaprak, yaprak sapi,
kotiledon ve kok eksplantlarindan tiretilmis
kalluslarda sidrglin  rejenerasyonuna etkilerini
belirlemek ve optimize edilmis bir rejenerasyon
protokolu gelistirmektir.

Materyal ve Metot

E. pallida tohumlari baglangic materyali
olarak kullanilmis olup, Selguk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimi Tibbi Bitkiler
Uygulama Ciftligi'nde kaltlrd yapilan bitkilerden
elde edilmistir.

Tohumlarin sterilizasyonu,
kallus explantlarinin elde edilmesi

kaltirti  ve

Baslangic materyali olan tohumlar, %70’lik
etanol (h/h) ¢6zeltisinde 30 sn yikandiktan sonra 1-
2 damla Tween-20 ilave edilmis %10’luk sodyum
hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 10 dk bekletilmis,
strenin sonunda 3 kez steril saf su ile durulanarak
yluzey sterilizasyona tabi tutulmustur. Steril
tohumlar, bitki blylme dizenleyicisi icermeyen
MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortaminda
kiltire alinmis ve 8 haftalik steril fidelerden alinan
yaprak, yaprak sapi, kotiledon ve kdk eksplantlari
NAA veya 2,4-D (0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg I}) ile
BAP, TDZ veya KIN (0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg I})
kombinasyonlarinda blylime diizenleyicileri iceren

MS  besin  ortamlarinda  kiiltire  alinarak
arastirmada kullanilacak kallus eksplantlarinin
uyarimi saglanmistir. Arastirma boyunca, tim

kaltlrler 24+29C sicaklik, %65 nem, 5 LS 1sik siddeti,
16/8 saat fotoperiyot siresi olacak sekilde
blyitme dolabinda (Sanyo: MLR-351H)
tutulmustur.

Siirglin uyarimi/ organogenesis

Dort haftalik kultlir stresi sonunda, 130
farkh oksin ve sitokinin kombinasyonunu igeren
ortamlarda elde edilen kalluslar, tiretildigi
eksplant ve blylme diizenleyicisi tipine goére
gruplandirilarak, stirgin olusumunu tesvik etmek
ve indirekt organogenesis saglayabilmek amaciyla,
farkh konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 veya
4.0 mg I'Y) ve cesitte sadece sitokinin (BAP, TDZ,
KIN) iceren MS besin ortamlarinda kiltire
alinmistir. Denemeler, her bir petri kabina 5
eksplant ve 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur.
Dort haftalik kdltlir siresinin sonunda sirgin
olusturan eksplant ylzdesi (%) ve kallus basina
siirglin sayisi (adet) degerleri tespit edilmistir.
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Siirgiinlerin  kéklendirilmesi ve ortama
aktarilmasi

indirekt siirgiin uyarimi ile elde edilen
sirglnler, kok gelisimini tesvik etmek ve
rejenerasyon siirecini tamamlamak amaciyla farkli
konsantrasyonlarda (0.5, 1.0 veya 1.5 mg I) ve
tiplerde oksin (NAA, IBA, IAA) igeren ve icermeyen
MS besin ortamlarinda kiltire alinmstir.
Denemeler, her petri kabina 10 eksplant gelecek
sekilde 3 tekerrtrll olarak kurulmustur. 4 haftahk
kiltir sdresinin sonunda, kok olusturan siirgiin
yuzdesi (%), slrglin basina kok sayisi (adet) ve
sirgin  basina kok uzunlugu (cm) degerleri
belirlenmigstir. In vitro kosullarda koklendirilen
fideler, kalttr kaplarindan disari ¢ikarilarak 6nce
musluk suyu altinda 5-10 dakika daha sonra steril
su icerisinde iyice ylkanarak besin ortamindan
tamamen arindirilmis ve steril torf+perlit karisimi
(1:1) iceren kiigik saksilara aktarilmistir. Bu
islemden sonra, dis ortam kosullarina kademeli
olarak alstirmak amaciyla birka¢ gin yuksek

dis

nemde (%90) tutulmus, boylece fidenin kok
sisteminin gelismesi ve dis kosullara alismasi
saglanmistir.

istatistiksel analiz

indirekt siirgiin uyarimi sonucu elde edilen
verilere ait ortalamalar tesadif parsellerinde
faktoriyel; koklenme denemeleri sonucu elde
edilen verilere ait ortalamalar ise tesadif parselleri
deneme desenine gore varyans analizine tabi
tutulmustur. Yizde olarak hesaplanan veriler
varyans analizi oncesinde arcsin
transformasyonuna tabi tutulmuslardir (Snedecor
ve Cochran, 1967). Cizelgelerde  arcsin
transformasyonu sonucu donustirilmis degerler
verilmistir. indirekt siirgiin kiltiirleri sonuglarina ait
veriler JMP 13.0 istatistik programinda LSD ¢oklu
karsilastirma testi ile, koklenme kiltirlerinden elde
edilen sonuclar ise SPSS 22.0 istatistik programinda
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) Duncan coklu
karsilastirma testi ile P<0.05 O6nem seviyesinde
karsilastiriimistir.

Bulgular ve Tartisma
indirekt siirgiin uyarimi/organogenesis

Elde edilen kalluslar, sdrgiin olusumunu
tesvik etmek ve indirekt organogenesis
saglayabilmek amaciyla, elde edildigi eksplant
tiriine ve kallus uyariminin gerceklestigi besin
ortamindaki bliyime dizenleyicisi
kombinasyonuna goére gruplandirilarak, farkh
konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1.0, 2.0 veya 4.0 mg I’
1) ve cesitte sitokinin (BAP, TDZ, KIN) iceren MS
besin ortamlarinda kdltiire alinmigtir.
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NAA'nin farkl konsantrasyonlarda BAP ile
kombinasyonlari sonucu elde edilen kalluslar,
siirgin uyarimi i¢in 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg I
konsantrasyonlarinda BAP iceren MS besin
ortamina aktarilmistir. Dort haftalik kalttr siresi
sonunda tespit edilen, slirgin olusturan eksplant
yuzdesi ve eksplant basina siirglin sayisi verileri
ayri ayri varyans analizine tabi tutulmus ve
ortalama degerler Cizelge 1’de verilmistir. Varyans
analiz sonuglarina gore, kalluslarin elde edildigi
blylime dizenleyici konsantrasyonlar (0.2, 0.5,
1.0, 2.0 ve 4.0 mg I'* NAA), kalluslarin siirgiin
uyarimi icin aktarnildigi sitokinin konsantrasyonlari
(0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg I'* BAP), kalluslarin
tiretildigi eksplant tipi uygulamalarinin ayri ayri ve
interaksiyonlari olmak {zere sirgiin olusturan
eksplant yuzdesi (%) Uzerine etkileri istatistiki
olarak %5 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Cizelge
1).

Cizelge 1 incelendiginde, en yliksek surgin
olusturan eksplant yiizde degeri (%81) 1.0 mg I*?
NAA iceren  besin  ortaminda  kotiledon
eksplantlarindan gelisen kalluslarin aktarildigi 0.5
mg I BAP iceren ortamdan elde edilmistir. ikinci en
yiksek sonug ise %51 ile 0.5 mg I NAA igeren
besin ortaminda kok eksplantlarindan gelisen
kalluslarin aktarildigi 1.0 mg |* BAP iceren
ortamdan elde edilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayisina ait degerler
incelendiginde, varyans analiz sonuglarina gore,
kalluslarin elde edildigi besin ortamlarindaki
blyume duzenleyici konsantrasyonu ile eksplant
tipi interaksiyonunun eksplant basina siirglin sayisi
Uzerine etkisi istatistiki olarak %5 seviyesinde
onemli bulunurken, diger parametrelerin etkisi
istatistiki olarak ©6nemsiz bulunmustur. Sonuglar
degerlendirildiginde, en vyiksek eksplant basina
sirgiin sayisi degerine (4.83 adet) 0.5 mg | BAP

iceren besin ortaminda kiltiire alinan kok
eksplantindan elde edilen kalluslarda ulasiimistir
(Cizelge 1).

NAA’nin farkli konsantrasyonlarda TDZ ile
kombinasyonlari sonucu elde edilen kalluslar,
stirgin uyarimi icin 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg I
konsantrasyonlarinda TDZ iceren MS besin
ortamina aktarilmistir. Dort haftalik kilttr siresi
sonunda tespit edilen siirglin olusturan eksplant
ylzdesi ve eksplant basina sirglin sayisi verileri
ayri ayri varyans analizine tabi tutulmus ve
ortalama degerler Cizelge 2’de verilmistir. Varyans
analiz sonuglarina gore kalluslarin elde edildigi NAA
konsantrasyonu ve siirglin uyarimi icin aktarildigi
sitokininin ~ konsantrasyonu interaksiyonunun
stirglin olusturan eksplant ylizdesi (%) ve eksplant
basina slirglin sayisi (adet) tzerine etkileri istatistiki
olarak %5 seviyesinde 6nemli bulunurken, diger
uygulamalarin etkisi istatistiki olarak 0Onemsiz
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bulunmusgtur. En ylksek siirgiin olusturan eksplant
ylzdesi (%28) ve eksplant basina sirgiin sayisi
(1.28 adet) degeri 1.0 mg I'* NAA iceren ortamda
elde edilip, 0.1 mg It TDZ iceren ortama aktarilan
kalluslardan elde edilmistir.

NAA'nin farkli konsantrasyonlarda KIN ile
kombinasyonlari sonucu elde edilen kalluslar,
siirglin uyarimi icin 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg I
konsantrasyonlarinda KIN iceren MS besin
ortamlarina aktarilmigtir. Kultir siresi sonunda
kalluslarda herhangi bir gelismeye ve sirgiin
uyarimina rastlanmamis, kalluslarin kararip 6ldigu
gozlemlenmistir.

Kalluslar strgin uyarimi icin alt kiiltdre,
kallus uyariminin gergeklestigi besin ortamindaki
blylime dizenleyicisi kombinasyonuna gore
gruplandirilarak aktarilmistir. Béylece, NAA ve 2,4-
D’nin farkh sitokininler ile kombinasyonlari sonucu
elde edilen kalluslar ayri ayri alt kiiltire alinmis ve
kalluslarin rejenerasyon yeteneklerinin
belirlenmesinde, kallusun elde edildigi blylime
dizenleyicisinin de etkisi godzlemlenmistir. 2,4-
D’nin farkh sitokininler (BAP, TDZ ve KIN) ile
kombinasyonlarini  iceren ortamlarda edilen
kalluslar, NAA’da oldugu gibi geldigi ortamdaki
sitokinin tipini iceren ortamlara aktarilmis ve
denemelerin sonucunda NAA’den farkli olarak 2,4-
D iceren ortamlardan gelen kalluslarda saghkl
sirgin  gelisimi  meydana gelmedigi tespit
edilmistir. Aktarilan sitokinin tiplerine gére BAP ve
TDZ igeren ortamlardaki kalluslarin morfolojileri

saglikli ve granuler yapida iken KIN iceren
ortamdaki kalluslarda kararmalar ve saglksiz
gelisim gozlemlenmistir.

Hem  direkt hem indirekt sirgin

rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktérlerin
basinda besin ortamina ilave edilen bitki biytime
diizenleyicileri oldugu ve uygun blylime
dizenleyicisi tipi ve konsantrasyonu belirlendiginde
yuksek oranda sirgiin uyarimi elde edilebilecegi
degisik  arastiricilar  tarafindan  bildirilmistir
(Uranbey ve ark., 2003; Mirici, 2004). Ayrica bitki
hiicrelerinin farklilasmasi, sadece ekzojen bitki

blylime dlzenleyicileriyle degil ayni zamanda
endojen hormonlarin iceriginden de
etkilenmektedir. Farkli dokular farkh endojen

hormon seviyelerine sahip olabilmekte ve bu
nedenle eksplant kaynaginin  tipi, slirgln
rejenerasyonunda farklilasma slirecinin
diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadir (Kumar ve
ark., 2005; Yucesan ve ark., 2007; Shen ve ark.,
2008). Benzer sekilde, c¢alismamizda da kallus
dokularindan sirglin uyariminda besin ortaminda
yer alan blyime dizenleyicilerinin tipi ve
konsantrasyonlari arasinda oldugu gibi eksplant
tipleri arasinda da farkliliklar belirlenmistir (Sekil 1,
Sekil 2). Eksplant tipleri arasinda kotiledon ve kok
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eksplantlari diger eksplant tiplerine kiyasla daha iyi
sonug verirken, sitokinin kaynaklari arasinda ise
istatistiki degerlendirme yapilmamasina ragmen
rakamsal olarak degerlendirildiginde BAP, TDZ'ye
oranla daha etkili bulunmustur. Koroch ve ark.
(2003), E. pallida’nin yaprak eksplantlarindan
indirekt slirgin uyarimini arastirdiklari ¢alismada,
BAP ve NAA kombinasyonlarini iceren ortamlarda
en yiiksek siirglin rejenerasyon ylizdesi (%63) ve
eksplant basina sirglin sayisi (2 adet) degerlerine
ulasirken, TDZ iceren ortamlarda kalluslarda
organogenik kallus olusum sikhiginin azaldigini
belirtmislerdir. Bizim bulgularimiz bu sonuglari
dogrular niteliktedir.

Calismamizda ayrica kalluslarin elde edildigi
ortamlardaki oksin tipi ve konsantrasyonlari da
dikkate alinmig ve kallus uyarim ortamindaki oksin
tipinin kalluslardan sirglin uyariminda etkili oldugu
gozlemlenmistir. NAA'nin farkli sitokinin kaynaklari
ile (BAP, TDZ, KIN) kombinasyonlarini iceren
ortamlardan edilen kalluslarda silrglin uyarimi
gerceklesirken, 2,4-D’nin farkh sitokinin kaynaklari

ile (BAP, TDZ, KIN) kombinasyonlarini igeren
ortamlardan elde edilen kalluslarda siirgiin
uyariminda ciddi bir bagari saglanamamistir.

Benzer amagla yurutilen farkl bitki turlerinde de,
indirekt strgiin uyariminda 2,4-D’nin NAA’ya gore
etkinliginin az oldugu belirlenmistir (Tlrker ve ark.,
2010; Kurmi ve ark., 2011).

Kallus dokularindan indirekt strglin uyarimi
ile elde slirgiinler bliyiime dizenleyicisi igermeyen
MS besin ortamina aktarilmis, 4 haftalik kaltir
siresi sonunda 5-6 cm baylklige gelmesi
saglanmistir (Sekil 3). Uygun biyuklige gelen
strgiinler koklenmeye alinmistir.

Siirgiinlerin kéklendirilmesi

Elde edilen surglinler, kok gelisimini tesvik
etmek ve rejenerasyon sirecini tamamlamak
amaciyla farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1.0 veya
1.5 mg IY) ve tiplerde oksin (NAA, IBA, |AA) iceren
ve icermeyen besin ortamlarinda kiiltlre alinmistir.
4 haftalik kilttr siiresinin sonunda, kdk olusturan
sirglin yuzdesi (%), surglin basina kok sayisi (adet)
ve slrgin basina kok uzunlugu (cm) degerleri
gozlemlenmistir.

Kok olusturan sirgilin ylizdesi, slirglin basina
kok sayisi ve kok uzunlugu verileri ayri ayri varyans
analizine tabi tutulmus ve ortalama degerler
Cizelge 3’de verilmistir. Varyans analiz sonuglarina
gore, farkli tip ve konsantrasyonlarda oksinlerin,
kok olusturan sirgin ylizdesi (%), slrglin basina
kok sayisi (adet) ve kok uzunlugu (cm) Uzerine
etkileri istatistiki olarak dGnemsiz bulunmustur.
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Cizelge 1. E. pallida tirinde kallus eksplantlarindan farkli BAP konsantrasyonlarinda indirekt slirglin uyarimi

Kallus Siirgilin Olusturan Eksplant Yiizdesi (%) Eksplant Bagina Surgiin Sayisi (Adet)
uyarim BAP Genel Genel
Ort. Ort.
ortami (mgl?) Kotiledon Yaprak Yaprak Sapi Kok Ort. Kotiledon Yaprak Yaprak Sapi Kok Ort.
NAA(mgl?)
0.1 0k 0k 0k 38bg 10fh 0.00 0.00 0.00 1.33 0.33
0.5 Ok Ok 0Ok 0Ok Oh 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.2 1.0 0k 0k 0] 30ej 8fh 5b 0.00 0.00 0.00 1.08 0.27 0.19b
2.0 Ok 131k 9jk 0Ok 5fh 0.00 1.17 0.17 0.00 0.33
4.0 Ok Ok 0Ok 0Ok Oh 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Ort. Oh 3gh 2h 14ce 0.00f 0.23ef 0.03f 0.48df
0.1 0 0k 0] 43be 11fg 0.00 0.00 0.00 1.75 0.44
0.5 9jk 0k Ok 55bc 16df 1.33 0.00 0.00 4.83 1.54
0.5 1.0 18gk 131k 9jk 59b 25bd 15a 2.67 0.67 1.00 1.72 1.51 1.20a
2.0 18gk 0k 9jk 33di 15df 1.33 0.00 2.67 2.78 1.69
4.0 131k 0k 0k 26€j 10fh 1.33 0.00 0.00 1.83 0.79
Ort. 11dg 3gh 4fh 43a 1.33bd 0.13f 0.73cf 2.58a
0.1 0k 9jk 0] 0] 2gh 0.00 1.33 0.00 0.00 0.33
0.5 81la 18gk 9jk 34cl 35a 2.68 3.33 3.00 0.83 2.46
1.0 1.0 55bc 18gk 17hk 0] 23ce 17a 2.42 2.33 0.56 0.00 1.33 1.00a
2.0 60ab 131k 0k 26€j 25bd 1.83 1.00 0.00 0.67 0.88
4.0 0k 0k 0k 0k Oh 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Ort. 39a 11dg 5eh 12dg 1.39bd 1.60bc 0.71cf 0.30ef
0.1 0k 0k 18gk 0k 4gh 0.00 0.00 0.67 0.00 0.17
0.5 35ch 0k 26¢€j 0] 15df 3.00 0.00 0.78 0.00 0.94
2.0 1.0 35ch 0k 0] 0] 9fh 8b 3.00 0.00 0.00 0.00 0.75 0.52b
2.0 27¢€j 0k 21fk 0] 12eg 2.00 0.00 1.00 0.00 0.75
4.0 0k 0k 0] Ok Oh 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Ort. 19bd Oh 13df Oh 1.60bc 0.00f 0.49df 0.00f
0.1 0k 43be 22ej 22ej 22ce 0.00 1.61 0.83 1.50 0.99
0.5 0k 43be 52bd 3bf 34ab 0.00 2.58 1.93 3.33 1.96
4.0 1.0 9jk 38bg 26¢€j 43be 29ac 17a 1.33 1.50 1.33 2.17 1.58 1.00a
2.0 0k 0k 0] 9jk 2gh 0.00 0.00 0.00 1.67 0.42
4.0 0k 0k 0] Ok Oh 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Ort. 2h 25b 20bd 23bc 0.27ef 1.14be 0.82bf 1.73ab
Genel Ort. 14a 8b 9b 18a 0.92 0.62 0.56 1.02

LSD ¢.05 (oksin x sitokinin)310~57

LSD 0.05 (oksin): 4.72

LSD 0.05 (eksplant tipi):4.23
LSD 0.0 (oksin x sitokininx eksplant tipi):21~17

LSD 0.05 (oksin x eksplant tipi): 9.45

LSD 0.05 (oksin): 0.45
LSD 0.05 (oksin x sitokinin):é-d-

LSD o.05 (eksplant tipi):6~d- LSD o.05 (oksin x eksplant tipi)+ 0.90
LSD .05 (oksin x sitokininx eksplant tipi):é-d-
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Cizelge 2. E. pallida tirinde kallus eksplantlarindan farkli TDZ konsantrasyonlarinda indirekt stirgiin uyarimi
Siirglin Olusturan Eksplant Yiizdesi (%) Eksplant Bagina Surgiin Sayisi (Adet)
Kallus
uyarim TDZ. Ort. Genel Ort. Genel
ortami (mgl?) | Kotiledon Yaprak Yaprak Sapi | K6k Ort. Kotiledon Yaprak Yaprak Sapi | Kék Ort.
NAA (mgl?)
0.1 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
0.5 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
0.2 1.0 0 0 0 0 Oc Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c 0.00b
2.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
4.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
Ort. 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0
0.1 0 0 0 17 4c 0.00 0.00 0.00 0.56 0.14c
0.5 0 0 0 21 Shc 0.00 0.00 0.00 0.33 0.08c b
0.5 1.0 0 0 0 0 0 4ab 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09
2.0 0 21 0 0 Shc 0.00 0.42 0.00 0.00 0.10c
4.0 0 21 0 0 Shc 0.00 0.42 0.00 0.00 0.10c
Ort. 0 8 0 8 0.00 0.17 0.00 0.18
0.1 42 21 30 18 28a 1.00 0.92 1.89 1.33 1.28a
0.5 0 0 9 13 Shc 0.00 0.00 0.67 1.83 0.63b 0.38a
1.0 1.0 0 0 0 0 Oc 7a 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
2.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
4.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
Ort. 8 4 8 6 0.20 0.18 0.51 0.63
0.1 0 0 26 26 13b 0.00 0.00 1.00 1.50 0.63b
0.5 0 0 0 13 3c 0.00 0.00 0.00 0.33 0.08c
2.0 10 |0 0 0 0 0c 3ac 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c | 014b
2.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
4.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
Ort. 0 0 5 8 0.00 0.00 0.20 0.37
0.1 9 9 0 0 4c 0.67 0.33 0.00 0.00 0.25bc
0.5 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
4.0 1.0 0 0 0 0 Oc 1bc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c 0.05b
2.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
4.0 0 0 0 0 Oc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c
Ort. 2 2 0 0 0.13 0.07 0.00 0.00
Genel Ort. 2 3 3 4

LSD ¢.05 (oksin)+ 3.80
LSD 0.0 (oksin x sitokininx eksplant tipi):é-d -

LSD 0.05 (eksplant tipi):0~d.

LSD 0.0 (oksin x eksplant tipi)- 6.d. LSD .05 (oksin x sitokinin):8-53

LSD ¢.05 (oksin)+ 0.17

LSD 0.0 (oksin x sitokininx eksplant tipi):é-d-

LSD o.05 (eksplant tipi):évd- LSD ¢.05 (oksin x eksplant tipi)+ o.d.
LSD 0.05 (oksin x sitokinin):0.41
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Sekil 1. E.pallida tijri]ndé farkh konsantrasyonlarda BAP iceren besin ortamlarinda kallustan indirekt stirgiin
uyarimi a)Yaprak sapi kaynakli kalluslar b) Kok kaynakli kalluslar c) Yaprak kaynakli kalluslar d) Kotiledon
kaynakli kalluslar

Cizelge 3. E. pallida tirinde farkh oksin tip ve konsantrasyonlarinin koklenmeye etkileri

Bilyiime Diizenleyicileri (mg 1) Si.irlé?ilr: 3:“:;::?&)* Su;i‘i::;%::)fak K6k Uzunlugu (cm)*

K 6 0.67 0.03
0.5 6 1.00 1.29

IBA 1.0 0 0.00 0.00
1.5 0 0.00 0.00

0.5 0 0.00 0.00

NAA 1.0 0 0.00 0.00
1.5 0 0.00 0.00

0.5 0 0.00 0.00

IAA 1.0 0 0.00 0.00
1.5 0 0.00 0.00

* |statistiki olarak &nemli bulunmamistir.
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Rejenere surgunlerin kéklendirilmesi ile ilgili
denemelerde, aralarinda istatistiki 6nemde fark
bulunamayan koklenme vyilizdesine ait degerler,
rakamsal buyukliklerine gore incelendiginde en
yuksek koklenme orani (%6) biylime dizenleyicisi
icermeyen ve 0.5 mg I'* IBA iceren besin ortaminda
elde  edilmistir.  Diger  oksin tipleri ve
konsantrasyonlarinda koklenme tespit
edilmemistir. Genel anlamda degerlendirildiginde
E. pallida tiriinde in vitro kosullarda koklenme
oldukga diisik oranlarda meydana gelmektedir.
Harbage (2001) ug¢ farkli ekinezya tiiriinde IBA
iceren ortamda koklenme uyarimini arastirdiklari
¢alismada, en dislk orani (%3) E. pallida turiinde
elde etmiglerdir. Benzer sekilde, Koroch ve ark.
(2003) koklenmeyi arastirdiklari ¢alismada, farkh
konsantrasyonlarda IBA iceren ve igermeyen
ortamlarda kdklenme orani bakimindan istatistiki
anlamda bir fark elde edememisler ve ¢ok diisik
oranlarda koklenmeyi saglamislardir. Buna karsin,
Lakshmanan ve ark. (2002) IBA iceren ve icermeyen

MS besin ortaminda kdklenmeye aldiklari E. pallida
surgiinlerinde, her iki ortamda da (sirasiyla %29,
%50) diger calismalara kiyasla yiiksek oranda
koklenme elde etmislerdir. Bu sonucun, tlr icinde
genetik varyasyonlara bagh olarak ortaya ¢ikmis
olabilecegi diisinilmektedir. Wang ve ark., (2017)
ise 0.2mg I* IBA ile 3.0mg It GA3 iceren MS
ortaminda en yuksek koklenmeye ulagmiglardir.
Calismamizda elde ettigimiz rejenere sirgiinlerde
oncelikle olarak tim oksin tiplerinin kéklenmeye
etkisi belirlenmesi hedeflendiginden, farkl biyime
diizenleyicisi kombinasyonlarinin uygulanmamistir.
Arastirmamizin sonucunda, E. pallida tlrinin in
vitro rejenerasyonununda koék organogenesisi icin
tek basina oksin uygulamasinin yeterli olmadig
belirlenmistir.

Koklenmis fide orani ¢ok disiik oldugundan
aklimatizasyon  islemi  saglikh  bir  sekilde

gerceklestirilememistir.

Sekil 2. E.pallida turunde farklh konsantrasyonlarda TDZ igeren besm ortamlarinda kaIIustan |nd|rekt surgiin
uyarimi a)Yaprak sapi kaynakli kalluslar b) ve f) Kok kaynakli kalluslar c) Yaprak kaynakli kalluslar d) Kotiledon

kaynakl kalluslar e) Surgun uyarimi olmayan kalluslar
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Sonug ve Oneriler

Bu calisma ile E. pallida’da, farkli eksplant
tiplerinden elde edilmis olan kalluslarin, farkh
bliyiime duzenleyicileri ve konsantrasyonlarini
iceren ortamlarda slirgiin rejenerasyonu tepkileri
belirlenmistir. Kotiledon ve kok eksplantlarindan
elde edilmis kalluslarin, rejenerasyon kabiliyeti
diger eksplant tiplerinden elde edilen kalluslara
kiyasla daha yiksek tespit edilmistir. Kalluslarin
slrglin uyarimi icin aktarildigi sitokininler arasinda
BAP, TDZ ve KIN’e kiyasla daha etkili bulunmustur.
Ozellikle KIN iceren ortamlarda siirgiin uyarimi
saglanamamistir. Ayrica, ¢alismamizda kalluslarin

elde edildigi ortamlardaki oksin tipi de dikkate
alinmis ve kallus uyarim ortamindaki oksin tipinin,
kalluslardan silirglin uyariminda etkili oldugu
gozlemlenmistir. NAA'nin farkh sitokinin kaynaklari
ile (BAP, TDZ, KIN) kombinasyonlarini iceren
ortamlarda elde edilen kalluslarda, indirekt stirgiin
uyarimi  basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Calismada, elde edilen rejenere sirglnlerde diisiik
oranda koklenme gerceklesmis olup,
aklimatizasyon ~ tamamlanamamistir. Bundan
sonraki ¢alismalarda, E.pallida’da da in vitro kok
organogenesisi ve aklimatizasyonu ile ilgili farkh
uygulamalar arastirilmahdir.

Sekil 3. MS (buyume diizenleyicisi icermeyen) besin ortamina aktarilmis, indirekt organogenesis ile gelisen
surginler

Arastirmanin sonucunda, E.pallida’nin farkh
eksplant tiplerinden elde edilen kalluslarda indirekt
sirglin rejenerasyonu icin tekrar edilebilir bir
yontem belirlenmistir. Bitkinin tibbi ve ekonomik
onemi dikkate alindiginda, bu mevcut protokol,
hizli gogalmanin yani sira germplazm korumasi ve
farkh biyoteknolojik galismalar igin potansiyel bir
sistem sunmaktadir.
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Tesekkiir: Bu calisma Selcuk Universitesi BAP
Koordinatorliigti tarafindan 18101018 numarali
proje ile desteklenmistir.

¥ Bu ¢calisma doktora tezinden (retilmistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale vyazarlari
aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini
beyan ederler.
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Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti:
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis
olduklarini beyan ederler.
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