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Bu arastirmada, Origanum syriacum L. var. bevanii tiriiniin doku kiiltiirii (in vitro) yontemiyle mikrogogaltimi i¢in
rejenerasyon protokoliiniin belirlenmesi amaglanmigtir.

Aragtirmada, dondr bitkilerden alinan ¢esitli eksplantlar (yaprak diski, sap bogumu, tepe ve yan tomurcuk), 2,4-Di-
klorofenoksi Asetik Asit (2,4-D) veya Naftalen Asetik Asit (NAA) (0; 0,25; 0,5; 0,75 ve 1,0 mg/1) ve 6-Benzil Amino
Piirin (BAP) veya Furfuryladenine (Kinetin) (0; 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg/1) bitki biiylime diizenleyicilerinin tek basina
ve farkli konsantrasyonda kombinasyonlar: ilave edilen Murashige ve Skoog (MS) temel besi ortaminda kiiltiire
alinmustir. Kiiltiirler, 4-6 haftalik kiiltiir siiresi sonunda indiiksiyon ortamiyla ayni igerige sahip alt kiiltiir ortamla-
rina aktarilmis ve daha sonra da 2,4-D veya NAA (0; 0,1 ve 0,25 mg/l) ve BAP veya Kinetin (0,25; 0,5 ve 1,0 mg/l)
ile kombine edilen farkli konsantrasyondaki rejenerasyon ortamlarina aktarilmistir. Siirgiinlerin kéklendirilmesi
amaciyla bilytime diizenleyici igermeyen 2MS ortami kullanilmistir.

Arastirma sonucunda, ¢ogul siirgiin olusumu ve fide tiretimi i¢in tepe ve yan tomurcuk eksplantlarinin en uygun
eksplant oldugu ve tek basina 1,5 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminin en uygun ortam oldugu belirlenmistir. BAP
ortaminda gelisen siirgiinlerin koklendirilmesinde 2MS ortami basarili olmustur. Bununla birlikte, 1,0 mg/l NAA
ilave edilen indiiksiyon ortaminda kokli tek siirgilinler elde edilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon orani (eksp-
lant basina ortalama 36,0 adet siirgiin) ve kdklenme oran1 (% 81,2); 1,5 mg/l BAP ilave edilen ortamda kiiltiire alinan
yan tomurcuk eksplantlarindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Origanum syriacum L. var. bevanii, mikrogogaltim, in vitro, eksplant, rejenerasyon

Micropropagation of bible hyssop (Origanum syriacum L. var. bevanii
(Holmes) Ietswaart)

Abstract

The aim of this research was to determine the regeneration protocol for micropropagation of Origanum syriacum L.
var. bevanii using tissue culture (in vitro) method.

In the research, the various explants (leaf disc, stem node, apical and axillary buds) from the donor plants were cul-
tured on Murashige and Skoog (MS) basal medium supplemented with alone and combinations of different concen-
trations of 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D) or Naphthalene Acetic Acid (NAA) (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 mg/1)
and 6-Benzil Amino purine (BAP) or Furfuryladenine (Kinetin) (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/l) plant growth regulators.
After four-six weeks of culture period, the cultures were transferred to the sub-culture medium having the same
content as the induction medium. Then the cultures were transferred to the regeneration media containing different
concentrations of 2,4-D or NAA (0, 0.1, 0.25 mg/l) in combination with BAP or Kinetin (0.25, 0.5, 1.0 mg/1). "2MS
medium which does not contain growth regulators was used to root the shoots.

As a result of the research, it was determined that the apical or axillary bud explants were the most suitable explant
for multiple shoot formation and plantlet regeneration and that MS medium with 1.5 mg/l BAP alone was the most
suitable medium. 2MS medium was succesful for rooting the shoots growing on the medium with BAP. However
single shoots with roots were obtained in the induction medium supplemented with 1.0 mg/l NAA. The highest shoot
regeneration ratio (an average of 36.0 shoots per explants) and roooting ratio (81.2%) was obtained from the axillary
bud explants cultured in the medium supplemented with 1.5 mg/l BAP.
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1. Giris

Bitki tiirlerinin istenilen 6zelliklere sahip genotip-
lerinin hizli ve ekonomik bir sekilde klonlanmasi
icin doku kiiltiirii (in vitro) teknikleri onemli bir
potansiyel olusturmaktadir. Ayrica, bitki doku kiil-
tiirleri gida, kozmetik ve ila¢ sanayinde kullanilan
ekonomik 6neme sahip dogal antioksidanlar gibi
sekonder metabolitlerin kontrollii ¢evre sartlarinda
iretimi i¢in tarla tarimi yaninda alternatif bir iire-
tim sekli sunmaktadir (Tisserat ve Vaughn, 2008,
Grzegorczyk ve ark., 2005). Giiniimiizde gittikce
yayginlasan modern biyoteknolojik yontemlerden
gen aktarma c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen
yeni bitkilerin ¢ogaltilmasinda da doku kiiltiirii
tekniklerine ihtiya¢g duyulmaktadir.

In vitro kiiltiir teknikleri, bitkilerin totipotensi,
yeniden farklilasma ve kompotensi olmak iizere
ii¢ temel yetenegine dayanmaktadir (Taji ve ark.,
2002). Totipotensi, bir bitki hiicresinin tam bir
bitkiyi olusturabilme potansiyelidir ve bir orga-
nizmanin biiylime ve yeniden retimi i¢in gerekli
tiim bilgilerin tek bir hiicresinde yer aldig1 anlami-
na gelmektedir. Yeniden farklilagsma, tam gelismis
hiicrelerin meristematik hiicrelere geri doniisiim
kapasitesini ve Kompotensi ise bir hiicre veya do-
kunun belirli bir sekilde gelismesi i¢in i¢sel potan-
siyelini ifade etmektedir. Kullanilan bitki parcala-
rina bagl olarak da intakt (tohum), embriyo, organ
(stirgiin, kok, yaprak, anter), kallus, hiicre (hiicre
siispansiyon) ve protoplast kiiltiirii gibi cesitli in
vitro kiiltiir tipleri bulunmaktadir.

Mikrogogaltim, bir bitkinin tam bir bitkiyi olustu-
rabilme potansiyeline sahip belirli kisimlarindan
suni besin ortamlarinda ve steril kosullar altinda
fiziksel ve genetik olarak birbirine benzeyen ¢ok
sayida bitkinin hizli ¢ogaltilmasi amaciyla kulla-
nilan bir doku kiiltiirti teknigidir (Mansuroglu ve
Giirel, 2001). Eger bitkilerin uygun besin maddesi
ihtiyaglar1, hormon ve kiiltiir istekleri yeterince bi-
liniyorsa, mikrogogaltim teknigi kullanilarak tim
bitki tiirlerinin tiretilmesi miimkiin olabilmektedir.

Oksin grubu biiyiime diizenleyicileri in vitro ko-
sullarda meristem ve siirglin uglarinin baglan-
gi¢ biiylimesini yapmalarini saglarlar ve adven-
tif kok olusumunu tesvik edip, genellikle siirgiin
olusumunu engellerler (Machakova ve ark., 2008).
Ancak, oksinlerin yiiksek konsantrasyonlar: kal-
lus olugumunu tesvik eder. Sitokinin grubu biiyii-
me diizenleyicileri ise adventif siirgiin olusumunu
tesvik edip, kok olusumunu engellerler (Van Sta-
den ve ark., 2008).

Cesitli morfogenetik degisimler i¢in ihtiya¢ duyu-
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lan biiytime diizenleyicilerinin gesidi ve orani, me-
tabolik durumlarina bagl olarak dokudan dokuya
ve hiicreden hiicreye degisiklik gdsterdigi icin tim
bitkilerde ve hatta ayni bitkinin tiim hiicrelerin-
de totipotensi elde etmek igin genel bir ortamin
Onerilmesi kolay bir is degildir. Bunun yaninda
bazi tiirlerde in vitro tiretimde tiire 6zgili genetik
yatkinlik olabildigi gibi genetik olumsuzluklar da
goriilebilmektedir. Bu genetik olumsuzluklarin
basinda, ekspantlarin sterilizasyonu ve pargala-
ra ayrilmasiyla olusan kararma olay1 gelmektedir
(Larkin ve Scowcroft, 1981).

Cesitli bitki eksplantlari, besin ortamlari, bilytime
diizenleyicisi kombinasyonlari, agar, sakkaroz ve
yetistirme kosullar1 kullanilarak Origanum cinsi-
ne ait tibbi ve aromatik 6zellikteki tiirlerin in vit-
ro kosullarda tiretimine yonelik bazi caligsmalar
yapilmistir (Kumari ve Saradhi, 1992; Akbu-
dak, 2002; Arafeh ve ark., 2003; Goleniowski ve
ark., 2003; El-Gengaihi ve ark., 2006; Ozkum,
2006; Morone-Fortunato ve Avato, 2008; Oana
ve ark., 2008; Oluk ve Cakir, 2009; Cakir, 2011;
Tanriver, 2013). Bununla birlikte, Origanum sy-
riacum tiriinde ¢ok az sayida arastirma yapildigi
goriilmektedir (Arafeh ve ark., 2003; El-Gengaihi
ve ark., 2006).

Bu arastirmada tilkemizin ticari ve ekonomik 6ne-
me sahip tibbi ve aromatik bitkilerinden olan Dag
kekigi bitkisinin iilkemizin Dogu Akdeniz Bolge-
sinin degerli ekotiplerinin doku kiiltiirli (in vitro)
yontemiyle mikrogogaltimi i¢in rejenerasyon pro-
tokoliiniin belirlenmesi amaglanmuistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Dag kekigi (Origanum syriacum L. var. beva-
nii) tiriiniin Dogu Akdeniz Bolgesindeki dogal
yayilis alanlarindan (Tarsus-Damlama koyii-R:
480 m) celikle alinarak ¢ogaltilan ve kiiltiire alma
calismalarinda yiiksek herba ve ugucu yag verimi-
ne sahip oldugu tespit edilen (Giilbaba ve Ozkurt,
2006) ve Dogu Akdeniz Ormancilik Aragtirma
Enstitiisiit Miidirligi’niin arastirma alanina diki-
len 62/2 nolu ekotipin fidanlik ortamindaki 1 yash
fidanlarinin taze siirgiinleri arastirmada bitki ma-
teryali olarak kullanilmistir (Sekil 1).

2.2. Yontem
2.2.1. Besi ortamlarimin hazirlanmasi

Arastirmada temel besi ortami olarak MS (Muras-
hige ve Skoog, 1962) besi ortami1 kullanilmistir. Bu
temel besi ortaminin igerigi Tablo 1’de verilmistir.



Sekil 1. Dag kekigi bitkisi
Figure 1. Bible hyssop

(Origanum syriacum L. var. bevanir)

Tablo 1. Arastirmada kullanilan temel besi ortaminin

bilesimleri
Table 1. Composition of the basal medium used in the
research

Bilesik MS (mg/l)
Makro Elementler

MgSO,.7H,0 370
KH,PO, 170
KNO, 1.900
NH,NO, 1.650
CaCl,.2H,0 440
Mikro Elementler

H,BO, 6,2
MnSO,.H,0 15,6
ZnSO,.7H,0 8,6
Na,MoO,.2H,0 0,25
CuSO,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Kl 0,83
FeSO,.7H,0 27,8
Na, EDTA 37,3
Organik Maddeler

Sakkaroz 30.000
Thiamin.HCI 0,1
Pyridoxin.HCI 0,5
Nikotinik Asit 0,5
Myo-Inositol 100
Glisin 2,0
pH 5,8
Agar 7.000

2.2.2. Eksplantlarin hazirlanmasi ve kiiltiir
ortamina yerlestirilmeleri

Eksplantlarin hazirlanmasi: Fidelerin 10-15 cm
boyundaki taze siirgiinleri havanin serin oldugu
aksam saatlerinde kesilmis ve igerisinde musluk
suyu bulunan kavanozlara konularak dokularin
sertlesmesinin saglanmasi amactyla buzdolabinda
+4 °C’de 1 giin siireyle bekletilmistir.
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Yiizey sterilizasyonu: Steril kiiltiir ortamlarinda
meydana gelebilecek bakteri ve mantar enfeksi-
yonlarina karst arastirmada kullanilacak eksplant-
larin sterilizasyonu i¢in taze siirgiinlere % 70’lik
etil alkol ¢ozeltisi (5 sn), 3 damla Tween 20 ilave
edilmis % 1,25’lik sodyum hipoklorit ¢o6zeltisi
(15 dk) islemi ve ayrica % 70’lik etil alkol (5 sn),
% 1,0’lik sodyum hipoklorit ¢6zeltisi (5 dk), 2,5 g/l
fungisit (captan) ¢ozeltisi islemi uygulanarak, ii¢
kez steril distile suyla durulanmistur.

Steril kabin igerisinde sterilizasyon iglemi bitirilen
stirglinlerin tepe tomurcugu, sap bogumu, yaprak
diskleri ve yan tomurcuklar1 arastirmada eksplant
olarak kullanilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Eksplant olarak kullanilan béliimler:
A- Tepe tomurcugu (T.T), B- Sap bogumu (S.B),
C- Yaprak diski (Y.D.), D- Yan tomurcuk (Y.T.)
Figure 2. Parts used as explants:
A- Apical bud, B- Stem node, C- Leaf disc,
D- Axillary bud

Indiiksiyon asamasi: In vitro kiiltiiriin indiiksiyon
asamasinda, Tablo 2’de verilen oksin grubu
(2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit - 2.4-D veya
Naftalen Asetik Asit - NAA) ve sitokinin grubu
(6-Benzil Amino Piirin - BAP veya Furfurylade-
nine - Kinetin) bitki bilyiime diizenleyicilerinin
24 farkli kombinasyonu (80 islem) ilave edilen ve
biliylime diizenleyici igermeyen (1 islem) MS or-
taminin eksplantlarin gelisimi iizerindeki etkileri
incelenmistir.

Sterilizasyon uygulamalarindan sonra steril kabin
icerisinde cam petri kaplarinda, siirgiinlerden yu-
karida aciklanan eksplantlar izole edilmistir. Steril
bistiiri ile kesilerek ayrilan 4-5 mm’lik yaprak, sap
bogumu, yan ve tepe tomurcugu kisimlart 10 ml
besi ortami igeren 60 x 15 mm boyutlarindaki petri
kaplarina 5’er adet olarak yerlestirilmistir. Icerisi-
ne 5 adet eksplant yerlestirilen her petri kabi bir
deneme tinitesi olarak dikkate alinmis ve her eksp-
lant-besi ve bilyiime diizenleyici ortami kombinas-
yonu i¢in 5 tekrarlama (5 petri kutusu) yapilmistir.



Kiiltiir petrileri, 23 °C sicaklik, % 70 nem, 16 saat
fotoperyot ve 12.000 liiks 151k kosullarini saglayan
iklimlendirme kabininde inkiibe edilmislerdir.

Tablo 2. indiiksiyon asamasinda MS ortamina ilave
edilen bilytime diizenleyicisi kombinasyonlar1
Table 2. Combinations of plant growth regulators added
on MS medium during the induction stage

(Hormonsuz / Oksin +/ Sitokinin mg/1)
Ortam 2,4-D+BAP/ Ortam 2,4-D+Kinetin/

No NAA+Kinetin  No NAA+BAP
0 0,00 + 0,00 0 0,00 + 0,00
1 0,25 + 0,00 2 0,00 + 0,50
3 0,50 + 0,00 4 0,00 + 1,00
5 0,75 + 0,00 6 0,00 + 1,50
7 1,00 + 0,00 8 0,00 + 2,00
9 0,25+ 0,50 9 0,25 + 0,50
10 0,25+ 1,00 10 0,25+ 1,00
11 0,25 + 1,50 11 0,25 + 1,50
12 0,25 +2,00 12 0,25 +2,00
13 0,50 + 0,50 13 0,50 + 0,50
14 0,50 + 1,00 14 0,50 + 1,00
15 0,50 + 1,50 15 0,50 + 1,50
16 0,50 + 2,00 16 0,50 + 2,00
17 0,75 + 0,50 17 0,75 + 0,50
18 0,75+ 1,00 18 0,75+ 1,00
19 0,75 + 1,50 19 0,75 + 1,50
20 0,75 + 2,00 20 0,75 + 2,00
21 1,00 + 0,50 21 1,00 + 0,50
22 1,00 + 1,00 22 1,00 + 1,00
23 1,00 + 1,50 23 1,00 + 1,50
24 1,00 + 2,00 24 1,00 + 2,00

Alt kiiltiir asamast: Indiiksiyon asamasinda kallus
olusturan eksplantlar ve kallus olusturmayarak
direkt siirgiin olusturan eksplantlar, gelisimleri-
ni devam ettirmeleri amaciyla kararmis, ¢lirimis
kallus veya eksplant pargalarindan temizlenerek
4-6 hafta sonra indiiksiyon ortami ile ayni igerige
sahip alt kiiltiir ortamlarina aktarilmistir.

Rejenerasyon asamasi: Indiiksiyon ve alt kiiltiir
asamalar1 sonunda (8-10 hafta) 2,4-D veya NAA
iceren ortamlarda direkt slirglin ve kok olusturan
eksplantlar belirlenmis ve arastirmada denenen
ortamlarda eksplantlardan olusan kalluslar, bitki
rejenerasyonunun saglanmasi amactyla Tablo 3’de
gosterilen oksin (2,4-D veya NAA) ve sitokininle-
rin (BAP veya Kinetin) 9 farkli kombinasyonu (36
islem) ilave edilen 25 ml MS ortami1 bulunan 90x15
mm boyutlarindaki tek kullanimlik steril petrilere
aktarilmistir.

Kéklenme asamasi: Indiiksiyon ve alt kiiltiir asa-
malar1 sonunda tepe ve yan tomurcuk eksplantla-
rindan geligen ve kardeslenme olusturan siirgiinler
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tekleme yapildiktan sonra daha fazla gelisme ve
koklenme saglanmasi amaciyla igerisinde (bitki
biiylime diizenleyicisi igermeyen) 15 ml /2MS orta-
mi1 bulunan cam tiiplere aktarilmistir. Her bir cam
tlip bir deneme iinitesi olarak alinmig ve 5 tekrar-
lama yapilmistir. In vitro kiiltiiriin baslangicindan
14 hafta sonra kdk olusumu gdzlenen siirgiinlerin
sayis1 belirlenmistir.

Tablo 3. Rejenerasyon asamasinda MS ortamina ilave
edilen biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlar1
Table 3. Combinations of plant growth regulators added
on MS medium during the regeneration stage

(Oksin + Sitokinin mg/1)

Ortam  2,4-D+BAP/  2,4-D+Kinetin/
No NAA+Kinetin NAA+BAP
1 0,00 + 0,25 0,00 + 0,25
2 0,00 + 0,50 0,00 + 0,50
3 0,00 + 1,00 0,00 + 1,00
4 0,10 + 0,25 0,10 + 0,25
5 0,10 + 0,50 0,10 + 0,50
6 0,10 + 1,00 0,10 + 1,00
7 0,25 +0,25 0,25 + 0,25
8 0,25 + 0,50 0,25 + 0,50
9 0,25 + 1,00 0,25+ 1,00

Dus ortama adaptasyon asamasi: Koklenmis siir-
giinler steril torf ile doldurulmus alt1 siizek yapi-
daki fide tiiplerine aktarilmis, fakat koklerde ¢ii-
riimeler olusmasi nedeniyle bir diger uygulama
olarak 1/4 oraninda ¢iiriitiilmiis misir sap1 samani
ve 3/4 oraninda briket topragi (volkanik tiif) ige-
ren karigim ortamlarina aktarilmistir. Bitkiler, dis
kosullara adaptasyon saglamak ac¢isindan, 23 °C
sicaklik, % 70 nem, 16 saat fotoperyot ve 12.000
liks 151k kosullarini saglayan iklimlendirme kabi-
nine konulmus ve 2 hafta siireyle giinde 3-4 defa
steril distile suyla sulanmuistir.

Iklimlendirme kabininde 2 hafta bekletilen bitki-
ler, laboratuvar ortaminda direkt giines 15181 alma-
yan pencere kenarina ¢ikartilmis ve giinde 2 defa
sulanarak burada 1 hafta gelisimleri izlenmistir.
Bu siire sonunda gelisimini saglikli olarak siirdi-
ren bitkiler, kis aylarinda cam sera kosullarina ve
yaz aylarinda golgeleme saglayan file ortii gekil-
mis dis kosullardaki fidanlik ortamina alinmistir.

2.2.3. incelenen ozellikler
2.2.3.1. Siirgiin indiiksiyon orani

Indiiksiyon asamasi1 sonunda (4-6 hafta) kiiltiirler
alt kiiltiire aktarilirken, her petri kutusunda siirgiin
olusturan eksplantlarin sayisi belirlenmis ve petri
kutusu basina siirgiin olusturan eksplant sayis1 petri
kutusuna yerlestirilen eksplant sayisina oranlanarak



(Siirgiin olusturan eksplant sayis1 / Explant say1si)
Siirgiin indiiksiyon oranlar1 (%) belirlenmistir.

2.2.3.2. Siirgiin rejenerasyon orani

Indiiksiyon ve alt kiiltiir agamalar1 sonunda (8-10
hafta) eksplantlardan olusan siirgiinler sayilarak
(Stirgiin sayis1 / Explant sayist) Stirgiin rejeneras-
yon oranlar1 (adet) belirlenmistir.

2.2.3.3. Koklenme orani

Indiiksiyon ve alt kiiltiir asamalar1 sonunda (8-10
hafta) tek basina 2,4-D veya NAA igeren ortamlar-
da direkt geliserek koklenen tepe ve yan tomurcuk
eksplantlarinin ve tek basina BAP iceren ortam-
larda geliserek kardeslenme olusturan tepe ve yan
tomurcuk eksplantlarinda tekleme yapildiktan son-
ra bliylime diizenleyici igermeyen 2MS ortamina
aktarilan siirgiinlerin (14 hafta sonunda) Kéklenme
oranlar1 (%) (Koklenen siirgiin sayis1 / Siirgiin
sayist) belirlenmistir.

2.2.4. istatistiksel analizler

Dis kosullardan alinarak kullanilan eksplantla-
ra uygulanan sterilizasyon yontemlerine ragmen
meydana gelen yiiksek enfeksiyon oranlari yanin-
da, uygulanan sterilizasyon iglemleri sonucunda
ozellikle de tomurcuk ve yan tomurcuk eksplant-
larinda meydana gelen kararmalar laboratuvar
calismalarinda elde edilen sonuglari sinirlamistir.
Bununla birlikte, arastirmada uygulanan deneme-
lerden sonug alinabilen verilerden istatistiksel ola-
rak analiz edilebilen sonuglar degerlendirilmistir.

Arastirmadan elde edilen verilere tesadiif blokla-
rinda Bollinen-Boliinen Boliinmiis Parseller Dene-
me Deseni’ne (Steel ve Torrie, 1960) uygun olarak
MSTATC istatistik programinda varyans analizi
uygulanmistir. Eksplantlar - temel besi ortamlari
- biiylime diizenleyicisi kombinasyonlar1 deneme
parsellerini olusturmustur. Siirgiin indiiksiyonu
ve koklenme orani gibi yiizde olarak ifade edilen
degerlere Arcsin +x+0.001 transformasyonu, siir-
gilin rejenerasyon orani degerlerine ise +x+0.001
transformasyonu uygulanmistir. Varyans analizin-
de onemli oldugu saptanan faktor ortalamalarinin
karsilastirilmasi i¢in Duncan testi kullanilmistir.

3. Bulgular

3. 1. Siirgiin indiiksiyonu

Eksplantlarin kiiltiire alinmasindan itibaren 14
hafta boyunca yapilan periyodik gozlemlerde;
kiiltiirtin birinci haftasindan itibaren &zellikle
bazi tepe ve yan tomurcuk eksplantlarinda yaprak
primordialarinin geliserek yaprak haline geldigi
gozlenmistir. Kiiltiir baslangicindan 3 hafta sonra,
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ozellikle sap bogumu, tepe ve yan tomurcuklardan
ortaya ¢ikan siirglinler daha belirgin hale gelmistir.

Sadece oksin igeren indiiksiyon ortamlari
karsilagtirildiginda, NAAnin 2,4-D’ye kiyasla
stirgiin indiiksiyonunda ¢ok daha etkili oldugu ve
saglikli siirgiinler olustugu, NAA iceren ortamlar-
da ilk haftadan itibaren siirgiinlerin tek ve saglikli
olarak gelistigi, 2,4-D igeren ortamlarda ise yine
ilk haftadan itibaren siirgiinlerin gelismeye bas-
ladig1, fakat siirglinlerin dip kisimlarinda kallus
olusumlarinin basladigi, siskinlestigi ve deforme
olduklar1 ve ikinci haftadan sonra siirgiinlerin ¢ii-
riimeye basladiklar1 gdzlenmistir.

Sadece sitokinin igeren indiiksiyon ortamlar1 kar-
silagtirildiginda, BAP’in Kinetin’e kiyasla ¢ok
daha etkili oldugu ve saglikli siirgiinler olustugu,
BAP igeren ortamlarda ilk haftadan itibaren siir-
gilinlerin gelistigi, ikinci haftadan itibaren yan
siirgiinlerin gelistigi, ticlincii haftadan itibaren de
kardeslenmenin ve g¢ogul siirglinlerin olusmaya
basladig1 (Sekil 3), Kinetin igeren ortamda ise ¢ok
daha az oranda olmak iizere ilk haftadan itibaren
tek stirglinlerin gelismeye bagladigi, fakat siirgiin
gelisimin cok yavas ilerledigi ve iiclincli haftadan
itibaren tek siirglinlerin deforme olmaya basladigi
gozlenmistir.

Sekil 3. BAP igeren indiiksiyon ortamlarinda gelisen
tepe ve yan tomurcuk eksplantlarinda siirgiin
olusumlar1
Figure 3. Shoots emerged from apical and axillary buds
grown in induction media with BAP

2,4-D veya NAAnin BAP veya Kinetin ile bir-
likte kullanildigr indiiksiyon ortamlarinda 2,4-D
iceren kombinasyonlarda ¢ogunlukla siirgiinlerin
bir miktar gelismeyle birlikte biiyiliyerek deforme
oldugu ve kallus gelistirmeye baslayarak karardigi,
NAA iceren kombinasyonlarda az sayida da olsa
cogunlukla yavas bir sekilde stirgiinlerin biiytime-
ye basladig1 yiiksek dozlarda stirgiinlerin deforme
oldugu ve dip kisimlarda kallus olusumlar1 basla-
dig1 gézlenmistir.

3. 1. 1. Oksinlerin siirgiin indiiksiyon oranina etkisi

2,4-D veya NAA (0,25; 0,50; 0,75 ve 1,0 mg/l) ige-
ren MS ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda
saptanan siirgiin indiiksiyon orani degerlerine ait



varyans analizi sonuglar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4’de gorildigii gibi, oksin cesidi ve eksp-
lant tipi siirglin indiiksiyon oranini istatistiksel
olarak onemli derecede etkilemistir. Ayrica, ok-
sin ¢esidi x eksplant tipi interaksiyonunun siirgiin
indiiksiyonu acisindan istatistiksel olarak onemli
oldugu belirlenmistir. Siirgiin indiiksiyon orani
ortalama % 9,2 olarak gerceklesmistir (Tablo 5).

NAA iceren ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlar
2,4-D igeren ortamlarda kiiltiire alinanlara gore
istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek
siirgiin indiiksiyon orani gostermistir. Nitekim
NAA iceren ortamlarda kiiltiire alinan eksplant
tiplerinin siirglin indiiksiyon orani ortalamasi
% 17,8 olmasina karsilik, 2,4-D ortaminda ortala-
ma % 0,6 olmustur.

Eksplant tipi siirgiin indiiksiyon oranini istatistik-
sel olarak onemli derecede etkilemistir. Nitekim
tepe tomurcugu eksplantlari test edilen diger eksp-
lantlara gore istatistiksel olarak onemli derecede
daha yiiksek siirgiin indiiksiyon orani ortalamasi
(% 16,6) gostermistir.

Varyans analizi sonuglarina gore oksin gesidi x
eksplant tipi interaksiyonunun istatistiksel olarak
onemli ¢ikmasi, oksinlerin siirgiin indiiksiyon
orani iizerine etkisinin eksplant tipine bagli olarak
degistigini ortaya koymaktadir.

3.1.2. Sitokininlerin siirgiin indiiksiyon oranina
etkisi

BAP veya Kinetin (0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg/l) ige-
ren MS ortaminda kiiltiire alinan tepe ve yan to-
murcuklarda saptanan siirgiin indiiksiyon orani
degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Tablo 6’da
verilmistir. Tablo 6’da goriildigi gibi, sitokinin ¢e-

sidi tepe ve yan tomurcuk eksplantlarinda siirgiin
indiiksiyonunu istatistiksel olarak 6nemli derecede
etkilemistir. Ayrica sitokinin ¢esidi x sitokinin kon-
santrasyonu interaksiyonunun siirgiin indiiksiyon
orani agisindan istatistiksel olarak 6nemli oldugu
ortaya ¢ikmigtir.

BAP veya Kinetin igeren MS ortaminda kiiltiire
alinan tepe ve yan tomurcuk eksplantlarinda orta-
lama siirgiin indiiksiyon oran1 % 33,54 olarak ger-
¢eklesmistir (Tablo 7).

Tablo 4. 2,4-D veya NA A’nin siirgiin indiiksiyon orani
degerlerine ait varyans analizi sonuglar1
Table 4. Variance analysis results of the shoot induction
ratio of 2,4-D or NAA

sz:; on SD.  KO. F Degeri
Tekerriir 2 509,069 1,9323ns
Oksin Cesidi 1 6.989,497 26,5310*
Hata 1 2 263,447

Oksin Kons. 3 47,893 0,2799
Ok. C.xOk.Kon. 3 201,221 1,1758
Hata 2 12 171,133

Eksplant 3 1.142,502 10,4350%**
OksinxEksplant 3 769,132 7,0249%**
Ok.Kons.xEks. 214,747 1,9614
0.C.xO.K.xEks. 154,797 1,4138
Hata 3 48 109,487

Genel 95

*: P<0,05 diizeyinde 6nemli , *** : P<0,001 diizeyinde 6nemli

Tablo 5. 2.4-D veya NA A’nin siirgiin indiiksiyon orani ortalamalar1 (%)
Table 5. Averages of the shoot induction ratio of 2.4-D or NAA

Eksplant
Oksin Ortalama
S.Bogumu  T. Tomurcuk Yapra'k Y. Tomurcuk
Diski
24D 0,0 1, 67 0,0 0,7 0,6
' (0,2)* ¢? (B.2)c¢ 0,2)c @2he (14) B!
NAA 20,0 31,5 2,8 16,9 17,8
(18,2) b 33.8)a 3B.Dec (18,8) b (18,5 A
Ortalama 10,0 16,6 1,4 8,8 9,2
9,2) B? (18,5 A (1,6) C (10,5 B 9,9)

* Ag1 Degerleri; 1) Farkli biiytik harf ile gosterilen oksin ¢esidi ortalamalar istatistiksel olarak
birbirinden farklidir 2) Farkl: biiyiik harf ile gosterilen eksplant ¢esidi ortalamalari Duncan testine
gore P<0,05 hata sinirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir 3) Farkli harf ile gos-
terilen oksin gesidi-eksplant kombinasyonu ortalamalari Duncan testine gore P<0,05 hata sinirlar1

igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farkhidir.



Tablo 6. BAP veya Kinetinin siirgiin indiiksiyon oran1
degerlerine ait varyans analizi sonuglari
Table 6. Variance analysis results of the shoot induction
ratio of BAP or Kinetin

Varyasyon

- S.D. K. O. F Degeri
Kaynagi
Tekerriir 3 370,338 7,1811
Sitokinin Cesidi 1 36.539,366  708,5260***
Hata 1 3 51,571
Sito. Konsant. 3 152,563 1,1403ns
Sit. C.x S. Kon. 3 443,193 3,3126*
Hata 2 18 133,788
Eksplant 1 250,875 1,8290
Sit.C. x Eks. 1 24,457 0,1783
Sit. Kon x Eks. 3 78,946 0,5756
Sit.CxS.Kon.xE. 3 22,595 0,1647
Hata 3 24 137,166
Genel 63

* P<0,05 diizeyinde 6nemli , *** P<0,001 diizeyinde 6nemli

Sitokininler stirgiin indiiksiyon oranini istatistiksel
olarak onemli derecede etkilemis ve BAP igeren
ortamlarda kiiltiire alinan tepe ve yan tomurcuk
eksplantlar1 % 63,4 siirgilin indiiksiyon orani orta-
lamast ile Kinetine gore istatistiksel olarak dnemli
derecede daha yiiksek siirgiin indiiksiyon orani
ortalamasi gostermistir.

Sitokinin dozuna bagli olarak siirgiin indiiksiyon
orani ortalamasi % 274 ile % 37,3 arasinda de-

gismis ve bu degisimin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Ancak sitokinin ¢esidi
x sitokinin konsantrasyonunun istatistiksel olarak
onemli ¢ikmasi (Tablo 6), sitokinin konsantrasyo-
nunun siirgiin indiiksiyonu tizerindeki etkisinin
sitokinin ¢esidine bagli olarak onemli derecede
farklilik gdsterdigini ortaya koymaktadir.

Nitekim BAP konsantrasyonunun 0,5 mg/I’den 1,0
mg/I’ye ¢ikartilmasi siirgiin indiiksiyon oraninda
istatistiksel olarak 6nemli bir artisa neden olmus,
konsantrasyonun 1,0 mg/I’nin iizerine ¢ikartilma-
st 1,0 mg/’ye gore istatistiksel olarak onemli bir
farklilik yaratmamistir (Tablo 7). Bununla bir-
likte denenen Kinetin konsantrasyonlar1 siirgiin
indiiksiyon oraninda istatistiksel olarak dnemli bir
farklilik yaratmamuistir.

Tepe tomurcugu eksplantlarinda siirgiin indiiksiyon
orant ortalamasi % 35,8 olmasina karsilik, yan to-
murcuk eksplantlarinda bu oran % 31,3 olarak sap-
tanmig ve istatistiksel olarak birbirinden farklilik
gostermemistir.

3. 2. Siirgiin rejenerasyonu

Indiiksiyon ortaminda olustuktan sonra alt kiiltiir
ortamina aktarilan siirglinler 4 hafta sonunda
kardeslenmisglerdir. Olusan siirgiinler sayilarak,
Siirgiin Rejenerasyon Oranlari belirlenmistir.

Siirgiin rejenerasyon oranlar1 bakimindan siirgiin
indiiksiyonunda oldugu gibi NAA oksininin 2,4-D

Tablo 7. BAP veya Kinetinin siirgiin indiiksiyon orani ortalamalari (%)
Table 7. Averages of the shoot induction ratio of BAP or Kinetin

Doz
Sitokinin Eksplant (mg/1) Ortalama
0,5 1,0 1,5 2,0
T Tomurcuk 49,6 70,0 77,5 71,6 67,2
(44,7)* (56,8) (61,8) (57,9) (55,3)
45,0 62,5 60,0 71,3 59,7
BAP Y. Tomurcuk - 3074 (53,) (51,1) (57.9) (50,1)
Ortalama 473 66,3 68,8 71,4 63,4
(41,6)b? (55,0)a (56,4)a (57.9)a (52, 7)A!
T Tomurcuk 5,0 2,5 10,0 0,0 44
6,8) 4.,7) (13,4) 0,2) (6,3)
. 10,0 0,0 1,7 0,0 2,9
Kinetin Y. Tomurcuk 9.9) 0.2) (3.9) 0.2) (3.5)
Ortalama 75 1,3 5,8 0,0 3,6
(8,4)c (2,5)c (8,6)c (0,2)c 4,9B
Ortalama 274 33,8 373 35,7 33,5
(25,0) (28,7) (32,5) (29,0) (28,8)
35,8 31,3
T. Tomurcuk - Y. Tomurcuk (30.8) (26.8)

* Ac1 Degerleri; 1) Farkli biiyiik harf ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir. 2) Benzer kiigiik harf ile
gosterilen sitokinin ¢esidi- sitokinin konsantrasyonu ortalamalar1 Duncan testine gére P<0,05 hata sinirlar1 igerisinde istatistiksel

olarak birbirinden farksizdir.
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oksinine kiyasla ve BAP sitokininin Kinetin sitoki-
nine kiyasla ¢ok daha etkili oldugu belirlenmistir.

3.2.1. Oksinlerin siirgiin rejenerasyon oranina
etkisi

2,4-D veya NAA (0,25; 0,50; 0,75 ve 1,0 mg/l) ige-
ren MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda
saptanan siirgiin rejenerasyon orani degerlerine ait
varyans analizi sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8’de goriildiigii gibi, oksin ¢esidi ve eksplant
tipi slirglin rejenerasyon oranini istatistiksel olarak
onemli derecede etkilemistir. Ayrica oksin ¢esidi
x eksplant interaksiyonunun istatistiksel olarak
6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir.

MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin siirgiin
rejenerasyon orani ortalamasi 0,20 siirgiin/eksplant
olarak gergeklesmistir (Tablo 9).

NAA igeren ortamda kiiltlire alinan eksplantlarin
siirgiin rejenerasyon orant ortalamasi (0,37 siirgiin/
eksplant) 2,4-D igeren ortama kiyasla (0,02 stirgiin/
eksplant) istatistiksel olarak dnemli derecede daha
yiiksek olmustur.

NAA iceren ortamlarda 2,4-D igeren ortamlara
gore istatistiksel olarak onemli derecede daha

yiiksek siirgiin indiiksiyon orani ortalamasi elde
edilmesi (Tablo 5) nedeniyle NAA igeren ortam-
larda siirgiin rejenerasyon oraninin 2,4-D igeren
ortamlardakine gore daha yiiksek olmasi beklenen
bir sonugtur.

Tablo 8. 2,4-D veya NA A’nin siirgiin rejenerasyon
oran1 degerlerine ait varyans analizi sonuglar1
Table 8. Variance analysis results of the shoot

regeneration ratio of 2,4-D or NAA

zzryynf; on SD. KO.  FDegeri
Tekerriir 2 0,244 2,5352
Oksin Cesidi 1 3,271 33,9737*
Hata 1 2 0,096

Oksin Kons. 3 0,005 0,0691
Ok. C. x 0. Kons. 30,103 1,5294
Hata 2 12 0,068

Eksplant 3 0,380 17,7087***
Oksin C. x Eksplant 3 0,549 11,0393 %%
Ok. Kons. x Eks. 9 0,066 1,3226
Ok.C.xOk.Kon.xEKk. 9 0,040 0,8101
Hata 3 48 0,050

Genel 95

* P<0,05 diizeyinde 6nemli , *** P<0,001 diizeyinde 6nemli

Tablo 9. 2.4-D veya NA A’nin siirgiin rejenerasyon orani ortalamalari
Table 9. Averages of the shoot regeneration ratio of 2.4-D or NAA

Eksplant
Oksin — Ortalama
S.Bogumu T. Tomurcuk Yaprak Diski Y. Tomurcuk
24D 0,0 0,06 0,0 0,04 0,02
’ (0,03)*c? (0,12)c (0,03)c (0,10)c (0,07)B!
NAA 0,33 0,76 0,0 0,39 0,37
(0,39)b (0,86)a (0,03)c (0,48)b 0,4H)A
Ortalama 0,17 0,41 0,0 0,21 0,20
0,21)B? (0,49A (0,03)C (0,29)B (0,26)

* Karekok Degerleri; 1) Ayni siitun igerisinde farkli bilyiik harf ile gosterilen ortalamalar istatistik-
sel olarak birbirinden farklidir; 2) Ayni satir igerisinde farkli biiyiik harf ile gosterilen ortalamalar
Duncan testine gore P<0,05 hata sinirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir 3) Farkli
kiiciik harf ile gosterilen oksin ¢esidi- eksplant kombinasyonu ortalamalart Duncan testine gore
P<0,05 hata sinirlari igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

Incelenen 4 eksplant tipi igerisinde tepe tomurcu-
gu eksplantlar1 0,41 siirgiin/eksplant rejenerasyon
orant ile diger eksplant tiplerine gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede daha yiiksek siirgiin reje-
nerasyon orani ortalamasi gostermistir.

Oksin ¢esidi x eksplant tipi interaksiyonunun ista-
tistiksel olarak 6nemli ¢ikmasi, incelenen oksin-
lerin silirgiin rejenerasyon orani iizerindeki etki-
sinin eksplant tipine bagli olarak énemli derecede
farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir (Tablo
8). Nitekim sap bogumu, tepe ve yan tomurcuk
eksplantlart NAA igeren ortamlarda 2,4-D iceren
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ortamlara gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
daha yiiksek siirgiin rejenerasyon orani ortalamasi
gostermesine karsilik, yaprak diski eksplantlarinda
oksin tipine bagli olarak énemli bir farklilik goriil-
memistir (Tablo 9).

3.2.2. Sitokininlerin siirgiin rejenerasyon
oranina etkisi

BAP veya Kinetin (0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg/l) iceren
MS ortaminda kiiltiire alinan tepe ve yan tomurcuk
eksplantlarinda saptanan siirgiin rejenerasyon ora-
n1 degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 Tablo



10°da verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi sitokinin
¢esidi ve sitokinin konsantrasyonu, sitokinin ¢esidi
X sitokinin konsantrasyonu, sitokinin konsantras-
yonu X eksplant ve sitokinin ¢esidi X sitokinin
konsantrasyonu X eksplant interaksiyonlarinin
siirgiin rejenerasyon orani agisindan istatistiksel
olarak dnemli oldugu ortaya ¢ikmustir.

Tablo 10. BAP veya Kinetinin siirgiin rejenerasyon
orani degerlerine ait varyans analizi sonuglari
Table 10. Variance analysis results of the shoot

regeneration ratio of BAP or Kinetin

\Igryynfgyl on SD.  KO. F Degeri
Tekerriir 3 0,345 24,2889*
Sitokinin Ces. 1 147,370 10.386,2764***
Hata 1 3 0,014

Sito. Kon. 3 12,912 42,9916%**
Sit.C.x S.Kon. 3 13,460 44,8161 ***
Hata 2 18 0,300

Eksplant 1 0,441 1,6205
Sit.C. x Eks. 1 1,070 3,9333

S. Kon. x Eks. 1,716 6,3068**
S.C.xS.K.xEk. 2,460 9,0408***
Hata 3 24 0,272

Genel 63

*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001 diizeyinde 6nemli

Tepe ve yan tomurcuk eksplantlarinin siirgiin re-
jenerasyon orani ortalamasi 6,8 siirgiin/eksplant
olarak gergeklesmistir (Tablo 11).

BAP igeren ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlarin
siirgiin rejenerasyon orani ortalamasi (13,5 siirgiin/
eksplant) Kinetin i¢eren ortama (0,1 stirgiin/eksp-
lant) gore istatistiksel olarak dnemli derecede daha
yiiksek olmustur.

BAP igeren ortamlarda siirgiin indiiksiyon ora-
ninin Kinetin igeren ortama gore daha yiiksek
olmasi nedeniyle (Tablo 7), BAP igeren ortamlarda
kiiltiire alinan eksplantlarin siirgiin rejenerasyon
oraninin Kinetin i¢eren ortama gore daha yiiksek
olmasi1 beklenen bir sonugtur.

Sitokinin konsantrasyonunun 0,5 mg/l’den 1,5 mg/
I’ye kadar artirilmasi ile siirgiin rejenerasyon orant
ortalamasi istatistiksel olarak dnemli derecede art-
mis, 1,5 mg/I’den 2,0 mg/I'ye ¢ikartilmasi dnemli
bir farklilik yaratmamisgtir. Ancak sitokinin ¢esidi
x stokinin konsantrasyonu interaksiyonunun ista-
tistiksel olarak onemli ¢ikmasi (Tablo 10), sitoki-
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nin konsantrasyonunun siirgiin rejenerasyon orant
iizerindeki etkisinin sitokinin ¢esidine bagli olarak
degistigini ortaya koymaktadir.

Tablo 11. BAP veya Kinetinin rejenerasyon orani

ortalamalari
Table 11. Averages of the shoot regeneration ratio of
BAP or Kinetin
Fksplant
Sitokinin 2% P Ort.
mg/1 TT. YT.
2,04 0,9 1,5
0,50 14k e (08)ef  (L1)c?
100 5,8 5.4 5,6
24)d (2,2)d 2,3)b
12,8 36,0 244
BAP B0 e 60a  @Da
2,00 23,0 22,4 227
“4,8)b 47)b 47 a
10,9 16,2 13,5
Ot G0 Ga GYA
0,1 0,3 0,2
030 0fr  ©03f  ©2d
100 0,1 0,0 0,06
’ 02)f (003)f (0,1)d
o 0,4 0,1 0,2
Kinetin 1,50 (0.4) £ 0.2) £ ©0.3)d
2,00 0,0 0,0 0,0
0,03)f  (0,03f (0,03)d
0,2 0,1 0,1
Ot 0y o) 0B
1,1 0,6 0,8
030 og)yedt  (05d (07 C
1,00 2,9 27 2.8
Doz 1,3)¢c L)e (1,2 B
(mg/1) 1,50 6,6 18,0 12,3
’ 1,9b (B.Da 2,5 A
11,5 1,2 11,3
200 o eab eaa
55 8,1 6,8
Ortalama e  a® 1

* Karekok degerleri; 1) Farkli biiyiik harf ile gosterilen sito-
kinin ¢esidi ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden fark-
Iidir 2) Farkli biiyiik harf ile gosterilen sitokinin konsantras-
yonu ortalamalar1 P<0,05 hata sinirlari igerisinde istatistiksel
olarak birbirinden farklidir 3) Farkli kiigtik harf ile gosterilen
sitokinin ¢esidi- sitokinin konsantrasyonu kombinasyonu orta-
lamalar1 Duncan testine gore P<0,05 hata sinirlar1 igerisinde
istatistiksel olarak birbirinden farklidir 4) Farkl: kiiciik harf'ile
gosterilen sitokinin konsantrasyonu-eksplant kombinasyon or-
talamalar1 Duncan testine gore P<0,05 hata sinirlari igerisinde
istatistiksel olarak birbirinden farklidir 5) Farkli kii¢iik harf ile
gosterilen sitokinin gesidi-sitokinin konsantrasyonu- eksplant
kombinasyon ortalamalart Duncan testine gore P<0,05 hata si-
nirlart igerisinde istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

Nitekim BAP konsantrasyonunun 0,5 mg/I’den 1,5
mg/I’ye kadar artirilmasi ile siirgiin rejenerasyon



oraninda istatistiksel olarak 6nemli derecede artis
saglanmasina karsilik, farkli Kinetin konsantras-
yonlar siirglin rejenerasyon oraninda istatistiksel
olarak 6nemli bir farklilik yaratmamistir (Tablo 11;

Sekil 4-5).
- B I l
A— — A— _——

Sitokinin konsantrasyonu (mg/I)

25

20

15

10

BAP

Kinetin

Siirgiin rejenerasyon orani (Strgiin/Eksplant)

Sekil 4. BAP ve Kinetinin farkli konsantrasyonlarinin
stirgiin rejenerasyon oranina etkileri
Figure 4. Effects of different concentrations of BAP and
Kinetin on the shoot regeneration ratio

Sekil 5. BAP’1n farkli konsantrasyonlarinin siirgiin
rejenerasyon oranina etkileri
(a: 0,5; b: 1,0; c: 1,5; d: 2,0 mg/1)
Figure 5. Effects of different concentrations of BAP on
the shoot regeneration ratio

Varyans analizi sonuglarina gore sitokinin konsan-
trasyonu x eksplant interaksiyonunun istatistiksel
olarak 6nemli ¢ikmasi, siirgiin rejenerasyon orani
acisindan eksplant tiplerinin birbirine karst duru-
munun besi ortamindaki sitokinin konsantrasyo-
nuna bagli olarak degistigini ortaya koymaktadir.

Nitekim 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/l sitokinin iceren
ortamlarda eksplant tipleri arasinda siirglin rejene-
rasyon orani agisindan istatistiksel olarak 6nemli
bir farklilik olmamasina karsilik, 1,5 mg/l sitoki-
nin i¢eren ortamda yan tomurcuk eksplantlar1 tepe
tomurcugu eksplantlarina gore istatistiksel olarak
6nemli derecede daha yiiksek siirglin rejenerasyon
orani ortalamasi gostermistir.
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Eksplant tiplerinin siirgiin rejenerasyon orani agi-
sindan farkliliklari, sitokinin ¢esidi x sitokinin
konsantrasyonu etkilesiminde de goriilmiistiir.
Nitekim 1,5 mg/l BAP igeren ortamda yan tomur-
cuklar tepe tomurcuklarina gore istatistiksel olarak
onemli derecede daha yiiksek siirgiin rejeneras-
yon orani ortalamasi gostermis (36,0 adet slirgiin/
eksplant), diger kombinasyonlarda eksplant tipleri
arasinda siirgiin rejenerasyon orani agisindan ista-
tistiksel olarak onemli bir farklilik ortaya ¢ikma-
migtir.

3.3. Koklenme ile ilgili bulgular

Indiiksiyon ortamlarinda &zellikle de NAA veya
diisiik konsantrasyonlarda 2,4-D igeren ortamlarda
rejenere olan siirgiinler ayni ortamda kok olustur-
mustur.

Sitokinin igeren indiiksiyon ortamlarinda rejenere
olan ¢ogul siirgilinler indiiksiyon ortamlarinda kok
olusturmamis, tekleme yapilarak koklendirilmek
icin bliylime diizenleyicisi icermeyen 2MS orta-
mina aktarilmistir (Sekil 6).

BAP etkisiyle gelisen ve tekleme yapilarak 2MS
ortamina aktarilan siirgiinler bu ortamda 6 haftada
(in vitro kiiltiiriin baslangicindan 14 hafta sonunda)
saglikli olarak koklenmistir (Sekil 7). Ayrica aMS
ortami slirgiin gelisimini de desteklemistir.
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Sekil 6. Tekleme yapilarak koklendirme ortamlarina
aktarilan siirgiinler
Figure 6. The shoots thinned and transferred to the
rooting media



Sekil 7. aMS ortaminda gelisen ve koklenen siirgiinler
Figure 7. The shoots grown and rooted on 2MS
medium

3.3.1. indiiksiyon ortaminda oksinlerin (2,4-D
ve NAA) koklenme oranina etkisi

Indiiksiyon asamasinda 2,4-D veya NAAnin farkli
konsantrasyonlarini igeren MS ortaminda kiiltiire
alian tepe ve yan tomurcuk eksplantlarindan re-
jenere olan siirglinlerden ayni alt kiiltiir ortaminda
kok olusturanlarin % olarak saptanan oranlarina ait
varyans analizi sonuglar1 Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. 2,4-D veya NAA’nin kéklenme orant
degerlerine ait varyans analizi sonuglari
Table 12. Variance analysis results of the rooting ratio
of 2,4-D or NAA

K";;-‘ﬁgyl on SD. KO.  FDegeri
Tekerrtir 1 412,135 1,6960
Oksin Uygulamasi 4 1.914,739 7,8795%
Hata 1 4 243,002

Eksplant 1 38,130  0,1468
Oksin Uygu. x Eks. 4 731,670  2,8169
Hata 2 5 259,741

Genel 19

*P<0,05 diizeyinde 6nemli

Tablo 12’de goriildiigii gibi oksin uygulamasi, in-
diiksiyon ortaminda olusan siirgiinlerin kdklenme
oranini istatistiksel olarak onemli derecede etki-
lemistir. Eksplant tipi ise, indiiksiyon ortaminda
olusan siirgiinlerin koklenme oranina istatistiksel
olarak onemli etkide bulunmamastir.

0,25 mg/12,4-D veya NAA’nin 4 farkli konsantras-
yonunu (0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg/l) igeren MS besi
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ortaminda kiiltiire alinan tepe ve yan tomurcuk
eksplantlarindan rejenere olan siirglinlerin ayni or-
tamda koklenme orani ortalamast % 27,7 olmustur
(Tablo 13).

Tablo 13. 2,4-D veya NA A'nin koklenme orant
ortalamalar1 (%)
Table 13. Averages of the rooting ratio of 2,4-D or NAA

) Eksplant
Oksin Ortalama
(mg/1) Tepe Yan
Tomurcugu  Tomurcuk
0,25 mg/1 8,3 16,7 12,5
2,4-D (13,0)* (18,6) (15,8) B!
0,25 mg/1 15,0 0,0 7,5
NAA (22,6) (1,812) (12,2)B
0,50 mg/1 233 8,3 15,8
NAA (28,7) 13,0) (20,9 B
0,75 mg/1 26,7 333 30,0
NAA (31,0) (28,3) (29,6)B
1,0 mg/1 45,8 100 72,9
NAA (42,6) (90,0) (66,3) A
Ortalama 23,8 31,6 27,7
(27.6) (30.3) (29,0)

* Act degerleri; 1) Farkli biiyiik harf ile gosterilen ortalamalar
Duncan testine gore P<0,05 hata sinirlar1 icerisinde istatistik-
sel olarak birbirinden farklidur.

Oksin uygulamalar: indiiksiyon ortaminda olusan
siirgiinlerin koklenme oranini istatistiksel olarak
onemli derecede etkilemistir. 1,0 mg/l NAA igeren
ortamda rejenere olan siirgiinlerin koklenme orani
(% 72.,9) 0,25 mg/1 2,4-D veya diger NAA konsan-
trasyonlarini igeren ortamlardakine gore istatistik-
sel olarak énemli derecede daha yiiksek olmustur.
Bu bulgular, o6zellikle NAA’nin diigiik konsan-
trasyonlarinin indiiksiyon ortaminda olusan siir-
glinlerin kdklenmesi i¢in yeterli gelmedigini, 1,0
mg/l NAA iceren MS ortaminda ise rejenere olan
stirglinlerin ayni zamanda koklenebildigini ortaya
koymaktadir.

0,25 mg/1 2,4-D veya NAA’nin farkli dort konsan-
trasyonunu iceren MS ortaminda kiiltiire alinan
tepe ve yan tomurcuklardan rejenere olan siirgiin-
ler indiiksiyon ortaminda kdklenme orani agisin-
dan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik goster-
memekle birlikte, tepe tomurcuklarindan rejenere
olan siirgiinlerin ortalama % 23,8’1, yan tomurcuk-
lardan rejenere olan siirgiinlerin ortalama % 31,6’s1
koklenmistir.



3.3.2. BAP ortaminda tepe ve yan
tomurcuklardan rejenere olan siirgiinlerin
2MS ortamindaki koklenme oranlari

Indiiksiyon asamasinda farkli konsantrasyonlar-
da (0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg/l) BAP igeren MS or-
tamlarinda kiltiire alinan tepe ve yan tomurcuk
eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin aktaril-
diklar1 bityiime diizenleyicisi igermeyen %2 MS or-
tamindaki kdklenme oranlarina ait varyans analizi
sonuglar1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. BAP i¢eren MS ortamlarinda tepe ve yan
tomurcuk eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin
%> MS ortamindaki kdklenme orani (%) degerlerine ait
varyans analizi sonuglar1
Table 14. Variance analysis results of rooting ratio (%)
of shoots, regenerated from apical and axillary buds on
MS medium with BAP, on %2 MS medium

Varyasyon

: S.D. K.O. F Degeri
Kaynag1
Tekerriir 3 322,834 0,4019
BAP Konsant. 3 5.140,756 6,399%*
Hata 1 9 803,330
Eksplant 1 390,262 1,8380
BAP Kons. x Eks. 3 320,240 1,5080
Hata 2 12 212,357
Genel 31

*P<0,05 diizeyinde 6nemli

Tablo 14’te goriildiigii gibi BAP konsantrasyonu,
BAP iceren ortamlarda rejenere olan siirgiinlerin
koklenme oranini istatistiksel olarak 6nemli dere-
cede etkilemisken, eksplant tipinin kdklenme ora-
nina etkisinin istatistiksel olarak énemli olmadig1
ortaya ¢ikmistir.

BAP igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinan tepe
ve yan tomurcuk eksplantlarindan rejenere olan
stirglinlerin %2 MS ortamindaki kdklenme orani
ortalamasi ise % 43,5 olmustur (Tablo 15).

Indiiksiyon ortamindaki BAP konsantrasyonunun
1,5 mg/I’ye kadar artirilmasi bu ortamlarda tepe ve
yan tomurcuklardan olusan siirgiinlerin kdklenme
ortamindaki koklenme oranini istatistiksel olarak
onemli diizeyde (% 65,6) artirmistir. Indiiksiyon
ortaminda BAP konsantrasyonunun 1,5 mg/I’dan
2,0 mg/I’ye ¢ikartilmasi ile elde edilen % 73 kok-
lenme orani s6z konusu ortamda rejenere olan stir-
gilinlerin koklenme oraninda istatistiksel olarak
6nemli bir farklilik yaratmamistir.

Tepe ve yan tomurcuklardan rejenere olan siir-
giinlerin koklenme ortamindaki kéklenme orani
stirglinlerin rejenere oldugu eksplant tipine bagh
olarak onemli derecede farklilik gostermemistir
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(Tablo 14). Nitekim tepe tomurcuklarindan reje-
nere olan siirgiinlerin kdklenme orani ortalamasi
% 37,4 olmasina karsilik, yan tomurcuklardan re-
jenere olan siirgiinlerin kdklenme oran1 % 49,7 ol-
mustur (Tablo 15).

Tablo 15. BAP igeren MS ortamlarinda tepe ve yan
tomurcuk eksplantlarindan rejenere olan siirgiinlerin 2
MS ortamindaki kdklenme oran1 ortalamalar1 (%)
Table 15. Averages (%) of rooting ratio on 2 MS
medium of shoots regenerated from apical and axillary
buds on MS medium with BAP

BAP Kon- Eksplant
sant. (mg/l) Tepe ) Yan Ortalama
Tomurcugu  Tomurcuk

0.5 6,3 0,0 3,1

’ (8,9)* (1,8) (5,3) B!
10 22,2 42,7 32,5

’ (25,2) (34,7) (30,0) AB
L5 50,0 81,2 65,6

’ 45,5) (68,5) (57,00 A
20 71,2 74,7 73,0

’ (57.7) (60,1) (58,9 A
Ortalama 37,4 49,7 43,5
(34,3) (41,3) (37,8)

* Act1 degerleri; 1) Farkli biiyiik harf ile gosterilen ortalamalar
Duncan testine gore P<0,05 hata sinirlar1 igerisinde istatistik-
sel olarak birbirinden farklidir

Sekil 8. Fidan tiiplerine aktarilmis ve iklim dolabina
yerlestirilmis dag kekigi bitkicikleri
Figure 8. Plantlets of bible hyssop that were transferred
to seedling tubes and put in climate cabinet

Sekil 9. Saksiya aktarilmis dag kekigi bitkisi
Figure 9. Bible hyssop transferred to pot



Koklendirilen Dag kekigi bitkicikleri fide tiipleri-
ne aktarilmis, iklimlendirme kabininde ve labora-
tuvar ortaminda dis kosullara alistirildiktan sonra
saksilara aktarilmistir (Sekil 8-9).

4. Tartisma ve Sonuc¢

Aragtirmadaensaglikli ve biiytik kallus olusumlari-
nin yalnizca 2,4-D igeren indiiksiyon ortamlarinda
(Tablo 2; 1,3,5,7) gerceklestigi gdzlenmistir. NAA
kullanilan indiiksiyon ortamlarinda kiiclik-ciliz
kallus olusumlar1 gézlenmis, fakat bu kallus olu-
sumlar1 biliylimeyerek gelisme gostermemistir.
2,4-D’nin BAP veya Kinetin ile birlikte kombine
edildigi ortamlarda eksplantlardan deforme seklin-
de biiylimeler yaninda ¢ok fazla gelismeyen kallus
olusumlari ortaya ¢ikmistir. NA A ve BAP veya Ki-
netin bilylime diizenleyicilerinin birlikte kombine
edildigi ortamlarda deforme seklinde biiylimeler
yaninda kallus olusumlar1 goriilmis, fakat kallus
olusumlari gelismemistir.

Eksplantlarin kiltiire alinmasindan itibaren 14
hafta boyunca yapilan periyodik gozlemlerde,
siirgiin indiiksiyonunda tek basimna kullanilan
NAA’nin (Tablo 2; Ortam No: 1, 3, 5 ve 7) 2,4-D’ye
kiyasla ¢ok daha etkili oldugu ve saglikli siirgiinler
olusturdugu goézlenmistir. NAA iceren ortamlarda
ilk haftadan itibaren siirgiinlerin ¢cogunlukla tek ve
saglikli olarak gelistikleri, 2,4-D i¢eren ortamlarda
ise yine ilk haftadan itibaren siirgiinlerin gelismeye
basladigi, fakat siirgiinlerin dip kisimlarinda kal-
lus olusumlarinin bagladigi, siskinlestigi ve defor-
me olduklar1 ve ikinci haftadan sonra siirgiinlerin
¢lirlimeye basladiklar1 gozlenmistir.

Siirgiin indiiksiyonunda tek basina sitokinin kul-
lanilan indiiksiyon ortamlarinda (Tablo 2; Ortam
No: 2, 4, 6 ve 8) BAP’1n Kinetine kiyasla ¢ok daha
etkili oldugu (Tablo 7), BAP iceren ortamlarda ilk
haftadan itibaren siirgiinlerin gelismeye basladigi,
ikinci haftadan itibaren yan siirgiinlerin gelismeye
basladig1 ve ligiincii haftadan itibaren de kardes-
lenmenin ve ¢ogul siirgiinlerin olusmaya basladi-
g1 gortilmekle birlikte, Kinetin igeren ortamlarda
¢ok daha az oranda olmak iizere ilk haftadan
itibaren tek siirgiinlerin gelismeye basladigi, fakat
siirgiin gelisimin ¢ok yavas ilerledigi ve liglincii
haftadan itibaren tek siirgiinlerin deforme oldugu
gozlenmistir.

2,4-D veya NAA’nin ve BAP veya Kinetinin birlik-
te kullanildig1 indiiksiyon ortamlarinda (Tablo 2;
Ortam No: 9 ve 24); 2,4-D i¢eren kombinasyonlarda
¢ogunlukla siirgiinlerin bir miktar gelismeyle
birlikte biiyiiyerek deforme oldugu ve kallus ge-
listirmeye baslayarak karardigi, NAA iceren kom-
binasyonlarda az sayida da olsa cogunlukla yavas

109

bir sekilde siirgiinlerin biiyiimeye basladig1 yiiksek
dozlarda (Ortam No: 16 ve 24) siirgiinlerin deforme
oldugu ve dip kisimlarda kallus olusumu basladigi
gozlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda BAP veya Kinetin
iceren MS besi ortaminda tepe ve yan tomurcuk
eksplantlarinin ortalama siirgiin indiiksiyon orani
% 33,5 olarak gergeklesmistir. Siirgiin indiiksiyonu
agisindan BAP’1n % 63,4 ortalama ile Kinetinden
daha tstiin oldugu, BAP’in 1,0 mg/l dozunun siir-
giin indiiksiyon orani agisindan optimum oldugu
ortaya ¢ikmistir.

Arafeh ve ark. (2003), Origanum syriacum™un
in vitro kosullarda cogaltimi iizerine yaptikla-
r1 arastirmada, farkli konsantrasyonlarda (0; 0,4;
0,8; 1,2; 1,6 veya 2,0 mg/l) Kinetin, BA veya TDZ
(Thidiazuron) igeren MS ortamlarinda en yiiksek
stirgiin olugsumunun 0,4 mg/1 Kinetin ve 0,8 veya
1,2 mg/l BA kombinasyonundan elde edildigi-
ni bildirmislerdir. Farkli olarak bu ¢alismada tek
basina BAP’1n siirgiin indiiksiyonunda ¢ok etkili
oldugu tespit edilmistir. Literatiirle bu arastirma
caligmasinin farkliligin1 farkli genetik yapilardaki
farkli genotiplerle ¢alisilmasina baglayabiliriz. Bu
dogrultuda, Hatipoglu (2008), farkli genotiplerin in
vitro kiiltirde farkli besi ortamlarina gereksinim
duyabildiklerini bildirmistir.

Siirgiin rejenerasyon oranlar1 bakimindan siirgiin
indiiksiyonunda oldugu gibi NAA’nin 2,4-D’ye ki-
yasla ve BAP’1n Kinetine kiyasla ¢ok daha etkili
oldugu tespit edilmistir.

Indiiksiyon asamasinda eksplantlardan gelisen
kalluslar aktarildiklar1 rejenerasyon ortamlarinda
(Tablo 3) indiiksiyon ortamlarinda gostermis ol-
duklar1 gelisimi devam ettirerek biiyiimiislerdir.
Ancak kalluslardan bitki rejenerasyonu gergekles-
memistir. Ozellikle 2,4-D gibi sentetik oksinlerin
etkisinde uzun siire kalan kalluslarin rejenerasyon
kapasitelerini kaybettikleri aciklanmistir (Mac-
hakova ve ark., 2008). Bu arastirmada, kallustan
siirgiin ve bitki rejenerasyonunun olmamasina,
kalluslarin alt kiiltiir ortami ve rejenerasyon or-
tamlarinin biiylime diizenleyicisi i¢eriginin neden
olmus olmasi muhtemeldir.

BAP konsantrasyonunun 0,5 mg/I'den 1,5 mg/I’ye
kadar artirilmasi ile siirgiin rejenerasyon oraninda
istatistiksel olarak 6nemli derecede artis saglanmasi-
na karsilik, farkli Kinetin konsantrasyonlari siirgiin
rejenerasyon oraninda istatistiksel olarak 6nemli bir
farklilik yaratmamustir (Tablo 11; Sekil 4-5).

Oksin uygulamalar1 indiiksiyon ortaminda olusan
stirgiinlerin koklenme oranini istatistiksel olarak



onemli derecede etkilemistir (Tablo 13). Bu sonug,
diisiik oksin konsantrasyonlarinda ortamdaki ok-
sinin meristemlerin biiylimesi ve siirgiiniin olus-
mast icin kullanildig1 (Machakova ve ark., 2008),
koklenme i¢in ortamda ve bitki dokularinda yeterli
oksin kalmadigini gostermektedir.

Siirgiinlerin koklenmeleri igin aktarildiklar1 biiyti-
me diizenleyici icermeyen 2 MS ortami basarill
olmustur. Ayrica %2 MS ortami kardeslenme sonu-
cu olusan siirgilinlerin gelisimini de tesvik etmistir.

Farkli konsantrasyonlarda BAP igeren MS ortam-
larinda kiiltiire alinan tepe ve yan tomurcuklardan
rejenere olan siirgiinlerin biiylime diizenleyici
icermeyen % MS ortaminda koklenme orani orta-
lamasi % 43,5 olmustur. En yiiksek koklenme orani
(% 81,2); 1,5 mg/l BAP ilave edilen MS ortaminda
kiiltiire alinan yan tomurcuk eksplantlarindan elde
edilmistir Tepe ve yan tomurcuklardan rejenere
olan siirgiinlerin kdklenme ortamindaki kdklenme
orani siirgilinlerin rejenere oldugu eksplant tipine
bagli olarak 6nemli derecede farklilik gosterme-
migtir (Tablo 15).

Sitokininlerin Dag kekigi tiirlinde siirgiin rejene-
rasyon oranina etkisi ile ilgili bulgular, Goleniows-
ki ve ark. (2003), Ozkum (2006), Iyer ve Pai (2000),
Morone-Fortunato ve Avato (2008), Oana ve ark.
(2008), Oluk ve Cakir (2009) tarafindan farkli Ori-
ganum tiirlerinde yapilan ¢alismalarda elde edilen
bulgularla kiyaslandiginda alt kiiltiir sonunda tek
basina BAP dozunda kardeslenen ve gelisen yan
tomurcuk eksplantlarindan eksplant basina ortala-
ma 36 adet slirgiin elde edilmesi ve biiylime dii-
zenleyici igcermeyen % MS ortamina aktarilarak
koklendirilmesi ¢ok daha pratik ve etkili sonuglar
alindigin1 gostermektedir. Ayrica, bu arastirmada
tibbi ve aromatik agidan degerli ekotiplerin klonla-
mas1 amactyla arazi kosullarinda yetistirilen donor
bitkilerden alinarak kullanilan eksplantlarin fizyo-
lojik durumu ve saglik durumu agisindan, aseptik
in vitro kosullarda tohumdan yetistirilen bitkiler-
den alinan eksplantlarin kullanildig1 bu arastirma-
larla kiyaslandiginda elde edilen sonuglarin daha
dikkat ¢ekici oldugu goriilmektedir.

Bu arastirma sonucunda, Origanum syriacum L.
var. bevanii tiiriiniin tepe ve yan tomurcuklarindan
mikrogogaltimi i¢in en uygun ortamin 1,5 mg/l
BAP ilave edilen MS ortami oldugu belirlenmistir.

Tesekkiir

Bu makale; T.C. Orman ve Su Isleri Bakanlig1, Or-
man Genel Midiirligii, Dogu Akdeniz Ormanci-
lik Arastirma Enstitiisii Midirligiince yiriitiilen
20.7705/2010-2014 proje numarali ve “Biberiye
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(Rosmarinus officinalis L.) ve Dag Kekiginin (Ori-
ganum syriacum L. var. bevanii (Holmes) letswa-
art) In Vitro Rejenerasyon Olanaklarinin ve Ugucu
Yag Bilesenlerinin Arastirilmasi” isimli aragtirma
projesi kapsaminda hazirlanmaistir.
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