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Ozet: Tagetes minuta, Asteraceae familyasindan tek yillik, dik olarak gelisen ve 2 metreye kadar
boylanabilen otsu bir bitkidir. Bitkinin anavatam Giliney Amerika’dir. Giinliimiizde tibbi ve aromatik amagli
kullanilmakla beraber kurutulmus yapraklari, ¢orba, et ve salatalara tat-aroma katmak, insektisit, oda
kokusu gibi bir¢ok farkli kullanim alanina sahiptir. Bu ¢aligma Tagetes minuta bitkisinin in vitro ortamda
doku kiiltiirii parametrelerinin belirlenmesi amaciyla Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Bitki doku kiiltiirii ana materyali
olan tohumlar Tarla Bitkileri Boliimii cesit bahcesinden alinmustir. {1k dnce olgunlagmis tohumlara yiizey
sterilizasyon optimizasyonu uygulanmistir. Daha sonra steril hale getirilen tohumlar doku kiltiiri
kabininde, igerisinde bitki bitylime diizenleyicisi icermeyen Murashige ve Skoog (MS) besi ortamina
ekilmistir. Ardindan 2 giin karanlik ortamda, 8 giin iklim dolabinda 18-25 °C’de tutulmustur. Bu ortamda
gelisen bitkilerden alinan eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda indol asetik asit (IAA) ve benzilaminopurin
(BAP) igeren ortamlara konulmus ve en ideal bitki rejenerasyon optimizasyonu veren ortam belirlenmistir.
Eksplant kaynagi olarak in vitro ortamda yetistirilen bitkiden elde edilen hipokotil eksplantlar
kullanilmustir. Eksplantlar farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda BAP ve TAA igeren MS besin
ortamlarinda kiiltiire alimmugtir. En ideal besi ortamunin denendigi arastirmada, in vitro kosullarda bitki
rejenerasyonu, rejenerasyon yiizdesi ve kallus orani incelenmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
farkli bitki biiylime diizenleyicisi konstrasyonlari ile eksplant kaynaklarinin, bitkinin rejenerasyonuna etkisi
oldugu gozlenmistir.
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Effects of Different BAP and IAA Concentrations on
Micropropagation of Tagetes minuta Plant

Abstract: Tagetes minuta is a plant from Asteraceae family that it is annual, herbaceous plant, erect and
grow to 2 metres. Nowadays it is used for medicinal and aromatic purposes, dried leaves are used in soup.
Also it is used as insecticide and room odor. This study is carried out in Agricultural Biotechnology Lab in
Faculty Of Agriculture of University of Ondokuz Mayis with the object of the study was to determined the
tissue culture parameters of Tagetes minuta. The seeds that it is parent material for plant tissue culture was
obtained from variety field of application in Department of Field Crops. Firstly matured seeds of Marigold
were applied to surface sterilized and then the seeds that it is sterilized cultured into hormone-free
Murashige ve Skoog (MS) medium in petri. The seeds were keeped dark for 2 days and keeped climate
chamber for 8 days. After that the explants transferred MS medium supplemented with different
concentration of indole acetic acid (IAA) and benzylaminopurine (BAP). Besides that the best medium of
regeneration optimization was determined for plant. The source of explants is Hypocotyl. This study
investigated the ideal explant source and best dose of growth media for the plant. The plant regeneraiton
frequency and explant source was determined in several of plant growth hormone. Results of statistical
analysis showed that different hormone concentrations and sources of explant had effect on regeneraiton of
the plant in vitro condition.
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Giris

Tagetes minuta, Asteraceae ailesine ait Tagetes genusunun ¢ok 6nemli bir tiyesidir.
Kiigiik ¢igekleri ile oldukga dikkat ¢ekici bir kokuya sahiptir. Iliman iklim kusagina uyum
saglamaktadir. T. minuta tohumla ftretilir [1] ve geleneksel olarak gastrit, hazimsizlik,
bagirsak solucanlari, deri iltihaplar1 ve hemoroit tedavisinde kullanilmaktadir. Ayni
zamanda yeni ilag bilesikleri i¢in bir kaynak niteliginde olup bitkisel ilaglarin
hazirlanmasi, 6zellikle kirsal alanda, insanlar ve hayvanlar i¢in geleneksel ilag tiretmede
onemli bir kaynaktir [2]. Bunlarla birlikte, Tagetes erecta gibi bazi1 tagetes tiirleri ise
biyolojik ajan olarak zararlilara karsi dogal miicadelede kullanilabilmekte [3] ve
gesitlerinin giin uzunluguna tepkileri birbirinden oldukga farklilik géstermektedir [4].
Geleneksel tibbi bitkilerin genetik biyogesitliligi ve bilyiime ortamlarinin kaybedilmesi,
tibbi bitkilerin denetlenmeyen ticareti nedeniyle siirekli tehdit altindadir. Bu durum
birgok tibbi aromatik bitkiyi dogada tiikenme noktasina getirmektedir. Doku kiiltiirii gibi
biyoteknolojik yontemler sayesinde bitki mikrogogaltimi yapilarak soyu tiikenme
tehlikesi altinda bulunan tiirler i¢in onlemler alinmas1 gerekmektedir [5]. Genel olarak
bitki doku kiiltiirii yontemi; yeni bitki varyetelerinin tiretilmesi, haploid bitki iiretimi,
germplazm muhafazasi, nadir ve tiikkenmekte olan bitkilerin koruma altina alinmasi,
sekonder metabolitlerin iiretilmesi, transgenik bitkilerin elde edilmesi ve ¢ogaltim1 zor
olan bitkilerin ¢ogaltilmas1 amaglar1 ile uygulanmaktadir [6-8]. Cogaltma isleminin
mevsimden bagimsiz olarak uygulanabilmesi, kisa siirede ¢cok sayida bitki elde edilmesi,
in vitro iiretilen bitkilerin mikroorganizma kaynakli hastaliklardan bagimsiz olmasi ve
degerli genotiplerin bitki viriislerinden korunabilmesi bitki doku kiiltiirii yonteminin
avantajlaridir [9]. Ayn1 zamanda bitki doku kiiltiirii yontemi ile bitkilerin uzun siire

stoklarinin olusturulabilmesi miimkiindiir. Alt kiiltiire alma islemi ile kisa ve orta vadede
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bitki depolanabilir ve muhafazasi saglanir [10]. Doku kiiltiirii yontemiyle g¢ogaltilan
bitkiler dogal habitatlarinda yasayan bitkilere gore daha kontrollii bir kimyasal ve fiziksel
cevreye sahiptirler. Boylece biiylime ve gelismenin her sathasi kolayca gozlemlenir ve
istenilen donemde miidahale edilerek ¢alismalara yon verilebilir [11]. Dogal yontemlere
kiyasla in vitro mikro ¢ogaltim tekniginin gelistirilmesi T. minuta bitkisi i¢in daha hizli
sekilde klonal ¢ogaltim saglamasi bakimindan onemlidir. Bu aragtirmanin temel amaci
tibbi aromatik ve endiistriyel bitkilerden olan T. minuta’nin bitki doku kiiltiirii i¢in en
uygun besi ortami ve bitki biiylime diizenleyicileri igeriginin in vitro sartlarda

belirlenmesidir.
Materyal ve Yontem

Bitki materyali

Caligmada kullanilan T. minuta bitkisi dogal yayilis alanlarindan toplanarak Ondokuz
Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla bitkileri béliimii, tibbi aromatik bitkiler cesit
bahcesinde yetistirilen bitkilerin tohumlaridir.

Yontem

Bitki doku kiiltiirii ana materyalleri olan tohumlara ilk Once yiizey sterilizasyon
optimizasyonu uygulanmigstir. Daha sonra sirasiyla; tohum yiizey sterilizasyonu, steril
kabin igerisinde gergeklestirilmistir. Tohumlar sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk.
bekletilmis daha sonra 3’er kez saf sudan gecirilmistir. Her tekrarda 3 dakika
bekletilmistir. Elde edilen tohumlar %70 etil alkolde 10 saniye bekletilmis daha sonra
4’er kez saf sudan gegirilmis, her tekrarda 5 dakika bekletilmistir. 2 kez sterile edilen
kurutma kagidinda kurutulmustur. Steril kuru tohumlar daha 6nceden hazirlanan MS besi

ortamina ekilmistir.
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Tohum yiizey sterilizasyon islemi bittikten sonra doku kiiltiirii kabininde, bitki bliytime
diizenleyicisi igermeyen MS besi ortamina tohumlar ekilmistir. 2 giin karanlik ortamda,
8 giin iklim dolabinda 25+2 °C’de bekletildikten sonra bitkiler elde edilmistir. bitki
bliylime diizenleyicisi igeren her bir farkli konsantrasyon i¢in iicer petri kullanilarak
toplamda 30 tohum olacak sekilde, 3 tekrarlamali yapilmistir. Elde edilen bitkilerden
hipokotil eksplantlari alinarak farkli konsantrasyonlarda BAP (187,5 uM, 62,5 uM, 12,5
uM) ve 1AA (12,5 uM, 37,5 uM, 62,5 uM) igeren besi ortamlarina ekimi yapilmis ve
bitkilerin rejenere oldugu ideal besi ortamlar1 ve bitki biiylime diizenleyicisi
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Eksplant kaynagi olarak hipokotil kullanilmistir. En
ideal eksplant kaynagi ve besi ortaminin arastirildigi ¢alismada, in vitro kosullarda bitki

rejenerasyonu ve rejenerasyon yiizdeleri hesaplanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Tagetes minuta bitkisinde in vitro sartlarda bitki doku kiiltiirii optimizasyonunu elde
etmek amaciyla, tohumlar farkli oranlarda BAP ve IAA bitki biiyiime diizenleyicileri
iceren doku kiiltiirii ortamlarinda kiiltire alinmistir (Sekil 1-A, B). T. minuta bitkisi
tohumlar1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk ve %70’lik etil alkolde 10 saniye
tutularak steril edilebilmistir. Kullanilan optimum sterilizasyon sonuglart Mohamed ve
arkadaglar1 (1998) ve Modi ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan g¢aligmalarin
sonuglari ile ayn1 degildir [12, 13]. Ayni sterilizasyon kosullarinin olmamasinin birgok
sebebi olabilir. Bunlardan bazilari; 6ncelikle genotiplerin farkli olmasi, alinan 6rneklerin
birbirinden ¢ok farkli cografyalardan alinmasi ve nemli ortamlardan alinan tohumlarda
sterilizasyonda fazla kontaminasyonlarla karsilagilmasi sayilabilir. Mesela; Mohamed ve
arkadaglar1 (1998) kullandigi T. minuta bitkileri Meksika’dan toplanmistir ve bu

calismada kullanilan tohumlar ise Tiirkiye’den tedarik edilmistir. in vitro sartlarda
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biiyiiyen bitkilerin hipokotili eksplant kaynagi olarak kullanilmistir (Sekil 1-C-D). Bu
eksplantlar sitokinin (BAP) ve oksin (IAA) bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli
konsantrasyonlarini (187.5 uM, 62.5 uM, 12.5 uM) ve IAA (12.5 uM, 37.5 uM, 62.5 uM)
barindiran MS besiyerine ekilmistir (1-E-H). Bitki eksplantlar1 kallus (Sekil 1-G)
olusturmustur ve rejenarasyon (Sekil 1-H) yiizdeleri kaydedilmistir. Bitkiler daha sonra
dogal ortamlarina ekilerek tekrar bitkiden elde edilen tohumlar toplanmistir (Sekil-1-J).
Elde edilen kalluslarin beyaz, yesil, kahverengi gibi saf renklerde ya da bir kismi yesil
diger kismi1 kahverengi olan ¢esitli renklerde olduklar1 gériilmistiir. BAP ve 1AA bitki
biiylime diizenleyicileri ve eksplantlar ile T. minuta kallus olusumu ve morfolojisinin,
Mohamed ve arkadaslar1 (1998), Sing ve arkdaslar1 (2016)’ nin yaptigi ¢alismalara
benzerlik gosterdigi belirlenmistir [14]. Yapilan istatistik analizleri sonucunda farkli bitki
biiylime diizenleyicisi  konsantrasyonlarinin  hipokotil ~eksplantina, in  vitro
rejenerasyonuna etkisi oldugu goézlenmistir. En iyi kallus olusturma ylizdesi 8.
uygulamada (12.5 uM BAP + 37.5 TAA puM) %66 oraniyla belirlenirken, en iyi
rejenerasyon yiizdesi ise 6. uygulamada (187.5 uM BAP + 37.5 TAA uM) %80,95

oraniyla kaydedilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Eksplantlardan elde edilen kalluslar ve kalluslarin rejenerasyon yiizdeleri

Kallus orani Rejenerasyon orani
Uygulama | BAP ( pM) IAA (uM) (%) (%)
1 187,5 12,5 33,3 66,6
2 187,5 62,5 50 50
3 187,5 37,5 36 64
4 62,5 12,5 61,9 38,09
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5 62,5 62,5 62,5 37,5
6 62,5 37,5 19,04 80,95
7 12,5 12,5 50 50

8 12,5 62,5 66,6 33,3
9 12,5 37,5 50 50

Rejeneratif kabiliyetin bitki biiyiime diizenleyicilerin konsantrasyonlarinin arttirilmasi ya
da azaltilmasi ile degismesinin nedenleri agik¢a anlasilamamistir. Bu degisimin

somaklonal degisiklikler ya da epigenetik faktorlerden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Sekil 1. T. minuta bitkisinin doku kiiltiiri optimizasyonu
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Sonug¢

Denemede kullanilan farkli konsantrasyonlardaki sitokinin ve oksin bitki biiyiime
diizenleyicilerini i¢eren ortamlarda T. minuta bitkisinin in vitro kosullardaki en basarili
kallus olusumu %66 oranmiyla 8. Uygulamada (12.5 BAP uM + 62.5 TAA uM)
goriilmiistiir. En iyi rejenerasyon yiizdesi ise 6. uygulamada (62.5 BAP uM + 37.5 IAA
uM) %80,95 oraniyla kaydedilmistir (Tablo 1). Rejenere olan bitkiler basarili bir sekilde
in vivo kosullarina aktarilmig ve iklimlendirilmistir. Bu ¢aligmada gelistirilen in vitro
doku kiiltiiri optimizasyonu yontemi, T. minuta bitkisi i¢in gelecekte yapilmasi planlanan
bitki biyoteknolojisi ve bitkilerin mikro g¢ogaltimi1 gibi yontemlerin uygulanmasini
olanakli hale getirmektedir. Bu calismanin sonuglari, dogal yolla ¢ogalmasi zor olan

bitkiler igin alternatif bir ¢ogaltim yéntemi sunmustur.
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