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ISKINDA (Rheum ribes L.) IN VITRO MiKROCOGALTIM VE SOMAKLONAL
VARYASYONUN BELIRLENMESI

Muhammed ALDAIF
Damisman: Prof. Dr. Murat AYDIN

Amag: Bu arastirmanin amaci Rheum ribes’te farkli eksplantlardan somatik embriyogenesis
ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro mikrogogaltim sistemi
gelistirmektir. Yine arastirmada, en yiiksek rejenerasyon etkinliginin meydana geldigi
sistemlerin  somaklonal varyasyon bakimindan degerlendirilmesi SCOT markor teknigi
kullanilarak tespit edilmistir.

Yontem: Mikrocogaltim calismalart iki asamada yiiriitiilmistiir. Birinci asamada olgun
tohumdan temin edilen embriyo ekseni eksplanti ile in vitro sartlarda ¢cimlendirilen embriyo
eksplantindan elde edilen 7 giinliik fidelerden alinan kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 farkl
bitki biiyiime diizenleyicileri ve miktarlarini igeren ortam ile kiiltiir sartlarindan olusan 36 farkl
yontemde kiiltiire alinmistir. Ikinci asamada ise, birinci asamada en iyi kallus olusumunun
meydana geldigi ortamda kiiltiire alinan (30 nolu yontem) embriyo ekseni, kotiledon ve
hipokotil kaynakli kalluslar eksplant olarak kullanilmis ve bu eksplantlar 8 farkli ortamda
kiiltiire alinmustir. Her iki agsama sonunda rejenerasyon etkinligi bakimindan en iyi olan 15 adet
rejenerasyon sistemi belirlenmis ve bu sistemlerde meydana gelen rejenere bitkilerin genetik
kararlilig1 20 adet SCoT primeri kullanilarak tespit edilmistir.

Bulgular: Doku parametreleri iizerine eksplant tipinin ve farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
ve miktarlarini igeren ortam ile kiiltiir sartlarindan olusan yontemin etkisinin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Eksplant basina en fazla bitki sayis1 (1,15 adet) embriyo ekseni ve hipokotil
eksplantlarinin 3,0 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3 igeren MS ortaminda kiiltiire
alindig1 yontemden elde edilmistir. SCoT analiz sonuglarina gore ana bitki ile rejenerasyon
etkinligi en 1yi olan sistemden meydana gelen rejenere bitkiler arasindaki benzerlik katsayisi
0,904 ile 0,991 arasinda degisim gostermistir. Ana bitkiyle en yiiksek benzerlik 0,991 ile
hipokotil eksplantinin 6 nolu rejenerasyon sisteminde (3,0 BAP + 1,0 NAA iceren MS ortami)
kiiltiir edilmesi sonucunda meydana gelen bitkilerde belirlenmistir.

Sonu¢: Rheum ribes’te farkli eksplantlardan (embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon ve bu
eksplantlardan kaynakli kallus eksplantlar1) somatik embriyogenesis ve/veya organogenesis
yoluyla etkili ve tekrarlanabilir in vitro mikrogogaltim sistemleri gelistirilmistir. Dahasi, SCoT
markor analiz sonuglarina gore, elde edilen benzerlik degerlerinin mikrogogaltim acisindan
kabul edilebilir diizeydedir. Bu sonuglara gore, aragtirma kapsaminda gelistirilen rejenerasyon
sistemlerinin, tibbi ve endemik olan bu bitkinin biiyiik 6l¢ekli yayilimi, germplazm korunmasi
ve genetik transformasyon i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki rejenerasyonu, embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon, organogenesis,
somatik embriyogenesis, SCoT.

Haziran 2023, 133 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

IN VITRO MICROPROPAGATION AND DETERMINATION OF SOMACLONAL
VARIATION IN RHUBARB (Rheum ribes L.)

Muhammed ALDAIF
Supervisor: Prof. Dr. Murat AYDIN

Purpose: The objective of this study was to develop an efficient and reproducible in vitro
micropropagation system through somatic embryogenesis and/or organogenesis from different
explants in Rheum ribes. Once more in the study, the evaluation of the systems with the highest
regeneration efficiency in terms of somaclonal variation was determined using the SCoT marker
technique.

Method: Micropropagation experiments were conducted in two stages. In the first stage,
embryo axis which was obtained from mature seed as well as cotyledon and hypocotyl which
were taken from 7-day-old seedlings formed as a result of germination of mature embryos under
in vitro conditions, explants were cultured in 36 different methods which consist medium
containing different plant growth regulators and their concentrations as well as culture
condition. In the second stage, calli from the embryo axis, cotyledon, and hypocotyl were
employed as explants in the medium where the best callus production occurred in the first stage
(method 30), and these explants were cultivated in 8 different media. At the end of both stages,
the 15 regeneration systems with the best regeneration efficiency were determined and the
genetic stability of the regenerated plants formed in these systems was determined by using 20
SCoT primers.

Findings: It was determined that the effects of the explant type and the method, which included
different culture conditions as well as a medium containing different plant growth regulators
and their concentration, were significant on plant tissue parameters. The maximum number of
plants per explant (1.15 units) was obtained from the method in which embryo axis and
hypocotyl explants were cultured in MS medium containing 3.0 mg/l BAP + 0.2 mg/l NAA +
1.0 mg/l GA3. According to the results of the SCoT analysis, the similarity coefficient between
the mother plant and the regenerated plants formed from the system with the best regeneration
efficiency varied between 0.904 and 0.991. The highest similarity with the mother plant was
determined, with 0.991, in the plants formed as a result of culturing the hypocotyl explant in
the number 6 regeneration system (MS medium containing 3.0 BAP + 1.0 NAA).

Results: Efficient and reproducible in vitro micropropagation systems have been developed in
Rheum ribes through somatic embryogenesis and/or organogenesis from different explants
(embryo axis, hypocotyl, cotyledon, and callus explants originating from these explants).
Moreover, according to the results of the SCoT marker analysis, the similarity values obtained
are at an acceptable level in terms of micropropagation. According to these results, it was
concluded that the regeneration systems developed within the scope of the research can be used
for large-scale propagation, germplasm protection, and genetic transformation of this medicinal
and endemic plant.

Keywords: Plant regeneration, embryo axis, hypocotyl, cotyledon, organogenesis, somatic
embryogenesis, SCoT.

June 2023, 133 pages
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SCoT
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SSR
B
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UPGMA

meta-Topolin

Thidiazuron

Giberellik asit

Murashige and Skoog

Sodyum hipoklorit

2-(N-Morfolino) etansiilfonik asit

Asitlik derecesi

Somatik embriyogenesis

Bitki biiylime diizenleyiciler

Polivinilpirolidon

Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi

Etil Three Metil Amonyum Bromid
Deoksiniikleotid Tri Fosfat

Etilendiamin-Tetra Asetik Asit Di Sodyum Tuzu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Taq polimeraz enzimi

Tris/Borate/EDTA

Tris EDTA (buffer) DNA Deoksiriboniikleik Asit
Tris(hidroksimetil) aminometan

Start Codon Targeted (Baslangi¢ kodonu hedefli)
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

(Inter Simple Sequence Repeats) Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm
(Simple Sequence Repeat) Basit Dizi Tekrarlar
Toplam bant say1st

Monomorfik bantlar

Polimorfik bantlari

Polimorfizm orani

Polymorphism Information Content (Polimorfik Bilgi Icerigi)
(Discriminating power) Ayirt etme giicii
(Resolving power) Cézme giicii

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean

Xi
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Insanin temel ihtiyaglarinin kaynag: olan bitkiler gida, tarim, ilag, kozmetik, endiistri
vb. alanlarda kullanilmaktadir (Pandith and Khan 2022). Ozellikle bitkisel kokenli ilaglara
yonelik arastirmalardaki ilerlemeler ve deneyimler sonucunda, tibbi ve aromatik bitkiler
hastaliklarin tedavisinde saglik alaninda genis bir yelpazeye yayilmistir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin arastirmalarina gore tibbi amagla kullanilan bitki sayis1 yaklasik 20.000°dir ve bu
bitkilerin %20’si bitkisel ila¢ olarak kullanilirken sadece %10 unun ticareti yapilmaktadir
(Ozkan and Deniz 2023). Yine, Diinya Saglik Orgiitii’niin tahminlerine gore, Asya ve Afrika
iilkelerinin yaklasik %75°1 hala ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in geleneksel/alternatif tip
yontemlerine giivenmektedir (Wani et al. 2013; Pandith et al. 2014). Ayn1 zamanda diinya
genelinde dogal {irlinlerin kullanimina yonelik talebin giderek artmasi, tibbi ve aromatik

bitkilerin kullanimini her gegen giin dahada fazla arttirmaktadir (Cadar et al. 2021).

Polygonaceae familyasi birgok tibbi ve aromatik bitki tiirini bilinyesinde
bulundurmaktadir. Polygonaceae familyasi ¢ok ¢esitli bitkilerin yer aldigi ¢ift ¢cenekli ve kapali
tohumlu bitki grubundadir (Sanchez and Kron 2009). Ayrica Polygonaceae familyasi kiiresel
Olgekte 48 cins ve 1200 tir igermektedir (Christenhusz and Byng 2016). Polygonaceae
familyasina ait ¢ok yillik otsu bitki olan ravent (Rheum) yabani bir bitki olup, yiizyillar boyunca
belirli toplumlarda tibbi agidan biiyiik 6neme sahip bitki tiirlerinden biri olmustur (Pandith and
Khan 2022). Rheum cinsinin tiim tiirlerinin temel kromozom sayisint x = 11 oldugu
bildirilmistir (Darlington and Wylie 1956; Fedorov 1969). Bilinen Rheum tiirlerinin yaklasik
%40’ 1mn1n tetraploid, %48’inin diploid ve kalan %12’sinin ise hem diploid hem de tetraploid
oldugu bilinmektedir (Ruirui et al. 2010; Saggoo and Farooq 2011).

Rheum cinsi yaklasik 60 tiirden olussa da (Sun et al. 2012), ‘The Plant List’ web
sayfasinda mevcut kayitlara gore sadece 44 tiiriin ismi kabul edilmistir (Theplantlist 2023).
Diinyada Rheum cinsi (ravent), baslica Qinghai-Tibet Platosu ve bitisik alanlarindaki daglik
bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir (Wan et al. 2011). Cesitli morfolojiye ve 6nemli
endemizme sahip olan bu bolgeler, yaklasik 60 bitki tiiriinii biinyesinde bulunduran ve 500 ile
5400 metre yiikseklikteki sicak, alpin ve sub-alpin bolgelerde kayalik, gbzenekli ve humus
acisindan zengin topraklarda dagilim gosteren bir¢ok cinse hem koken hem de cesitlilik

merkezleri olusturmaktadir (Wu et al. 2003; Wan et al. 2011).



Rheum cinsi Asya’ya (Afganistan, Ermenistan, Azerbaycan, Bhutan, Cin, Hindistan,
Iran, Irak, Kazakistan, Liibnan, Mogolistan, Myanmar, Nepal, Pakistan, Suriye, Tiirkiye) dzgii
bir bitki olup, dagilim merkezi Asya’nin orta ve kuzey bolgeleridir (Pandith and Khan 2022).
Ozellikle, Hindistan’m alt kitasinda Rheum cinsinin sekiz tiirii yer alirken bu tiirlerin altisi
Kesmir bolgesinde dagilim gostermektedir (Srivastava, 2014). Diger taraftan Rheum cinsi
Avrupa tilkelerinde de yaygindir (Wu et al. 2003). Ancak bu bélgelerin disinda farkli bolgelerde
de yetismektedir (Libert and Englund 1989). Genel olarak, yiiksek tibbi degere sahip ravent
tiirleri Bat1 Cin’in yiiksek platolarinda, Tibet’in kuzeyinde ve Mogolistan’in glineyinde yer
alirken, az tibbi etkilere sahip tiirler ise Bhutan, Kuzey Hindistan, Himalaya, Sibirya, Asya ve

Avrupa’da yer almaktadir (Foust 2014).

Tiirkiye’deki Rheum cinsi iizerine ilk detayli ¢alisma Cullen (1967) tarafindan yapilmis
ve sadece bir tiiriin (Rheum ribes) Tiirkiye’de bulundugunu bildirmistir. Ancak daha sonra
Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Florasi’nda yapilan ¢alismalar sonucunda, Adiyaman sehir
merkezine yaklagik 20 km uzakliginda bulunan Kayatepe koyiinde farkli bir Rheum
popiilasyonu bulunmustur. Rheum ribes ile karsilastirildiginda tiiriin 6zellikleri bakimindan
farklilik gostermesi sonucunda yeni tiir Rheum telianum olarak tanimlanmigtir. Bu yeni tiir

Tiirkiye’de tel 1skin1 olarak adlandirilmistir (Ilgim and Karahan 2020).

Rheum cinsinin Ingilizce adi Rhubarb Tiirkge adi ise Ravent’tir. Bitki, Tiirkiye’de
“Iskin, Isgin, Esgin, Uskun, Usgun, Ug¢gun, Revas, Rives ve yayla muzu” olarak da
bilinmektedir. Iskin, Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde yetisen tek yerli
Rheum tiirii olarak kabul edilmistir. Bu yabani ravent tiirii Sivas, Kars, Erzincan, Tunceli,
Elazig, Mus, Agr, Igdir, Bitlis, Erzurum, Van, Bingdl, Hatay, Malatya, Adiyaman,
Kahramanmarag ve Hakkari illerinde dagilim gostermektedir (Tosun and Kizilay 2003; Bulut
et al. 2016; Erbay and Sar1 2018; Ustiin et al. 2018; Taskin and Bulut 2019) (Sekil 1).
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Sekil 1. Iskin (Rheum ribes) ve yakin akraba (Rheum telianum) tiirlerinin Tiirkiye’deki yayilist

Iskin (Rheum ribes L.), Polygonaceae familyasina ait olan tibbi endemik bir bitkidir.
Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’'nde Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda 1000 — 4000
m yliksekliklerde yetisen tibbi endemik bir bitkidir. Bu bitki genellikle sarims1 beyaz ¢igek
acan, 40-150 cm boylarinda, ¢ok yillik, kazik koklii, kisa ve kalin rizomlar tagiyan otsu yabani
bir tiirdiir (Andig et al. 2009). Ayrica bitkinin uzun ve etli saplara sahip biiyiik yapraklari ve
bilesik ¢i¢ek salkimlari mevcuttur. Ayni zamanda, tohumlar1 9-15 mm boyunda iken siirgiinleri
40 cm yiikseklige kadar biiyiiyebilen ve lstte yapraksiz, tabanda ise yapraklidir (Sekil 2)
(Baytop 1984). Ravent, kabuklar1 govdeden uzaklastirilarak ¢ig olarak yenen ve yendigin
zaman eksi tat (pH: 3.56) veren ve yesil renge sahip bir bitkidir (Cullen 1967; Baytop 1997;
Mohammed et al. 2018; Ozyurt vd. 2021).

Tiirkiye’deki 1skin, karasal iklim 6zelliklerine sahip, genel olarak topragi s1g veya orta
derinlikte olan ¢ok tasl bolgelerde dogal olarak yetismektedir (Baytop 1984). Bu bolgelerde
yillik ortalama yagis miktar1 ortalama 400 kg/m?’dir ve bu yagislarm yaklasik %40°1 Nisan,
Mayis ve Haziran aylarinda diismektedir. Yine bu bolgelerde ortalama en yiiksek sicaklik 37°C
iken en diislik ortalama sicaklik -37°C’dir. Eyliil ayinda erken donlar, May1s ay1 sonunda ise

gec donlar gozlenmektedir (Onal et al. 2019; MGM 2023).

Iskin tiirleri genelde, %0,636 kiil, %0,206 nitrojen, %1,292 ham protein, %1,798 ham
lif, %1,760 total seker, %1,643 invert seker, %0,112 siikroz, %0,967 asit, 5,196 mg/100g C
vitamini, 3,752 ug/g Fe, 1,132 pg/g Zn, 0,016 pg/g Pb, 0,501 pg/g Cu, 0,423 ng/g igermektedir
(Andig et al. 2009; Kizil ve Tonger 2014). Ayn1 zamanda, A, B, C ve E vitaminleri, aliiminyum,

kalsiyum, demir, potasyum, magnezyum, sodyum, fosfor, c¢inko, bakir ve selenyum gibi



mineraller agisindan zengin bir kaynaktir ve krisofanol, fizyon, rehin, rutin, aloe-emodin,
fizyon-8-0-glukozit, aloe-emodin-8-O-glukozit, sennozid a, rhaponticin ve flavonoidler dahil

olmak tizere kimyasal bilesenleri bulunmaktadir (Munzuroglu et al. 2000; Sayyah et al. 2009;

Naemi et al. 2014). Diger taraftan 1skin, tanen bakimindan olduk¢a zengindir (Baytop 1999;
Zeidali et al. 2021).
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Sekil 2. Iskin (Rheum ribes)’in genel goriiniimii (Babos 2011; POWO 2023).

Malik et al. (2010), tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 6 aylik ravent koklerinde iki
bilesik (krisofanol glikozit ve emodin glikozit), 9-12 aylik bitki koklerinde ise bes bilesigin
(krisofanol glikozit, emodin glikozit, krisofanol, emodin ve fisyon) belirgin bir sekilde mevcut
oldugunu bildirmiglerdir. Bunun temel nedeni bu bilesiklerin dokudaki miktarinin mekansal ve
zamansal diizeyde farkliliklar gostermesidir (Pandith et al. 2014). Ayn1 zamanda bu bilesiklerin
yogunlugu doku tipine gore de farklilik gostermektedir. Bu teoriyi desteklemek adina Rokaya
etal. (2012) yaptiklari ¢alismada 6nemli flavonoid/antrokinon bilesenlerinde erken hasat edilen
raventin rizomu ve yapraklarinin daha az metabolit icerdigi sonucuna varmistir, bu nedenle
bitkisel ilaglarda etkinliklerini kaybettiklerini belirtmislerdir. Diger taraftan yapilan farkli
calismalarda Rheum’un igerdigi kimyasal bilesik ¢esitliligi bakimindan olduk¢a zengin oldugu
belirlenmistir. Bu kimyasal bilesikler (antrokinonlar, antosiyaninler, stilbenler, flavonoidler,
diantironlar, antiraglikozitler, steroller, polifenoller, ugucu yaglar, organik asitler ve vitaminler)
izole edilmis ve yapilar1 bir¢ok g¢alisma sonucunda aydmnlatilmigtir (Agarwal et al. 2001,
Chengzhong et al. 2005; Ye et al. 2007; Han et al. 2008; Rokaya et al. 2012; Bilal et al. 2013,
Pandith et al. 2014; Foust, 2014; Uyar et al. 2014; Xiang et al. 2020; Pandith and Khan 2022).



Birden fazla ravent tiirli, bir¢cok iilkede geleneksel tip sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Zahedi et al. 2015; Khiveh et al. 2017 Roghani-Shahraki et al. 2021). Bu
bitkinin tiirleri halk arasinda antidiyabetik, antispazmodik, antibakteriyel, anti-inflamatuar,
anti-Alzheimer antioksidan, antikanser ve anti timor olarak bilinmektedir (Baytop, 1999;
Ozbek vd. 2002; Kuo et al. 2002; Tosun and Kizilay 2003; Krenn et al. 2003; Bonjar, 2004;
Choi et al. 2005; Bazzaz et al. 2005; Alaaddin et al. 2007; Mohammed and Karim, 2010;
Rajkumar et al. 2010; Abdulla et al. 2014; Keser et al, 2019; Yuan et al. 2020). Ayn1 zamanda,
kan basincini diizenleyici, sinir, karaciger, bobrek, mide hastaliklar1 izerinde koruyucu etkileri
ile cicek ve kizamik gibi salgin hastaliklar iizerine 5nemli etkiye sahiptir (Baytop 1999; Ozbek
et al. 2002; Abu-Irmaileh and Afifi 2003; Sayyah et al. 2009; Abdul Wahed et al. 2018). Bu
etkileri ile ravent, farkli bolgelerde yiizyillar boyunca farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmis uzun bir gegmise sahiptir. Yapilan ¢alismalar ile Rheum cinsi yiiksek metabolit
icerige sahip oldugu bulunmustur. Ozellikle bitkinin igerdigi antrokinonlar, stilbenoidler ve
flavonoidler gibi metabolitlerin ve/veya tiirevlerinin cesitli hastaliklarin tedavisi igin
farmakolojik etkililiginin yiiksek oldugu bilimsel aragtirmalar sonucunda ortaya konulmustur

(Krafczyk et al. 2008; Pandith et al. 2018).

Gecibesler et al. (2021), Rheum ribes bitkisinden sekonder metabolitlerin izolasyonunu
ve sentezlenen yeni yari-Sentetik antrokinonlarin biyolojik aktivitesini inceleyen bir ¢alisma
gerceklestirmistir. Arastirmacilar, bitkinin etanolik 6ziitliinii kullanarak izolasyon islemleri
yapmis ve elde edilen bilesiklerin yapisini spektroskopik yontemlerle belirlemislerdir. Rheum
bitkisinden etanolik 6ziit kullanilarak izole edilen bilesikler arasinda “emodin, physcion,
chrysophanol, rhein, aloe-emodin and sennoside A” gibi antrakinon tiirevleri ve flavonoid
bilesikleri yer almaktadir. Ayrica, sentezlenen yeni yari-sentetik antrakinon bilesiklerinin de
yapilar1 dogrulanmistir. Bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri, antioksidan, antimikrobiyal ve
antitimor etkinliklerini i¢eren bir dizi in vitro deney kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar,
Rheum ribes bitkisinden izole edilen bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivite
gosterdigini, ayrica sentezlenen yari-sentetik antrokinon bilesiklerinin antitiimor aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

Halk tarafindan 1skin, yetistigi bolgede govde kismi, dis kabugu soyularak
tilkketilmektedir. Bitlis’te tursusu yapilarak, Hakkari’de uckunlu kek ve uckunlu dondurma
olarak, Tunceli’nin baz1 bdlgelerinde ateste pisirilerek, Erzurum ve Elazig’da ise sebze olarak
tilkketilmektedir (Giiveng ve Kaya 1996; Avci 2005). Diger taraftan yetistigi bolge i¢inde besin
olarak tiiketilmekle beraber tibbi agidan kullanim1 da olduk¢a yaygindir (Korkmaz and Karakus
2015, Mohtashami et al. 2021; Mahroozade et al. 2021).



Tiirkiye genetik cesitlilik ve endemik bitki tiirleri bakimindan zengin bir iilke olmasinin
yan sira Tiirkiye tibbi bitkilerin ticareti bakimindan énemli iilkeler arasinda yer almaktadir.
Tiirkiye’de, genel olarak dogadan toplanan ve i¢ ve dis ticareti yapilan 347 tibbi bitki tiirii
bulunmaktadir ve bunlarin hemen hemen %30’unun dis ticareti yapilmaktadir (Faydaoglu ve
Stiriictioglu 2011; UNComtrade, 2017). Bunun 1s18inda tibbi bitkilerin ve bitkisel ilaglarin
tiretimi ve tiiketimi ile uluslararasi ticareti oldukga 6nemli bir sekilde artmaktadir. Bu sebepten
dolay1 tibbi bitkilere olan talep son zamanlarda olduk¢a artmaktadir. Bunlarin 6nemli bir kism1

dogadan toplanmaktadir (Bayramoglu vd. 2009).

Bu bitkilerin biiyiime ortamlarinda meydana gelen streslerin yani sira insanlar
tarafindan bilingsizce toplanmalar1 bu bitkilerin nesillerinin tiikenme riskini arttirmaktadir.
Bununla birlikte, bitkisel ilag¢larin bir hammadde kaynagi olarak dogadan toplanmasi, genetik
cesitliligin kaybolmasina ve habitat tahribatina neden olmaktadir. Antik ¢aglardan beri farkl
rahatsizliklari iyilestirmeye yonelik bitkisel tedavilere ragmen, bugiin bile ¢ok sayida tibbi bitki
yabani yasam alanlarindan toplanmaktadir (Canter et al. 2005). Tibbi bitkilerin dogadan
bilingsizce toplanmasi, tohumunun olusmasin1 engellemekte ve bir sonraki déonemde iiriin
kaybina sebep olmaktadir. Bu durum ilerleyen yillarda tibbi bitkilerde ciddi kayiplara yol
agabilmektedir. Bu sorun tibbi bitkilerin kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu sinirlamanin
Oniine gegebilmek i¢in etkili in vitro ¢ogaltma teknigine ihtiyag duyulmaktadir (Arvas 2017).
Bu nedenle doku kiiltiirii yontemleri tibbi bitkilerin ¢ogaltimi i¢in alternatif bir yontem olarak
kabul edilmektedir. Bu yontem gerek nesli tiikenmekte olan ve gerekse yetistiriciligi oldukca
zor olan dnemli tibbi ve aromatik bitkilerin in vitro ¢ogaltimini miimkiin kilmaktadir (Coelho
et al. 2020).

Bitki biyoteknolojisi alanlarinda yeni yollar agan doku kiiltiirii teknikleri ile tiim bir
bitkiden alinan bir parca (eksplant) ile kisa siire i¢inde ve aseptik sartlarda bir bitkinin ¢ogaltimi
miimkiindiir (Babaoglu vd. 2001; Dagla 2012). Genel olarak bitki doku kiiltiirii bitki 1slahinda
(in vitro seleksiyon, in vitro melezleme, in vitro déllenme, in vitro germplazm muhafazasi, gen
transferi ve somaklonal varyasyon) ve bitki 1slaht diginda (mikrogogaltim, meristem kiiltiirt,
sentetik tohum {iiretimi ve kimeralar, sekonder metabolit iiretimi) uygulama alanlarina sahiptir

(Tripathi and Tripathi 2003; Aydm et al. 2009; Kumar et al. 2019a).

Bitki doku kiiltiiriiniin uygulama alanlarindan biri olan mikrogogaltim teknigi ile hizli
ve kisa siirede birgok bitki elde edilebilmektedir (Lemma et al. 2020; Zhou ve Wu 2006).
Somatik embriyogenesis ve organogenesis mikrocogaltim tekniginde siklikla kullanilan
rejenerasyon sistemleridir (Moyo et al. 2009). Somatik embriyogenesis, somatik dokulardan

tiretilen, bagimsiz vaskiiler sisteme sahip olup kok ve siirgiin aksini igeren iki kutuplu bir



yapinin olusmasina yol acgan eseysiz bir tireme siirecidir (Babaoglu vd. 2001). Ayn1 zamanda,
yaprak, kok veya cigegin kiiltiirlenmis eksplanttan somatik bir embriyonun gelistirildigi bir
stirectir. Somatik embriyogenesis, direkt somatik embriyogenesis ve indirekt somatik
embriyogenesis olmak {izere iki siirecle ger¢eklesmektedir. Direkt somatik embriyogenesiste,
embriyolar dogrudan tek hiicrelerden veya bir ara kallus faz1 olmadan bir hiicre grubundan
olusmaktadir. Indirekt somatik embriyogenesis ise eksplanttan kallusun iiretildigi ve daha sonra
embriyolarin olustugu bir siirectir (Razdan 2002; Asghar et al. 2023). Somatik embriyogenik
olusum safthalarinda embriyo yapilari monokotiledon ve dikotiledon bitkilere gore farklilik
gostermektedir. Dikotiledon bitkilerde embriyo gelisimi globular, kalp, torpido, kotiledon
yapilar1 seklinde meydana gelirken, monokotiledon bitkilerde ise globular, skutellar ve
koleoptilar embriyo yapilar1 seklindedir (Sekil 3) (Babaoglu vd. 2001; Elhiti et al. 2013).
Organogenesis, bagimli vaskiiler sisteme sahip, kok veya siirglin aksini igeren yapinin
olugsmasina yol acan siirecleri kapsamaktadir. Ayn1 zamanda bir organin bir eksplanttan (kok,
yaprak veya ¢igek) gelistirildigi bir siire¢ olarak da bilinmektedir (Razdan 2002; Smith, 2012).
Organogenesis, direkt organogenesis ve indirekt organogenesis olmak iizere iki kisma ayrilir.
Direkt organogenesis, bir organin (silirgiinler veya kokler) kallus fazi olusmadan dogrudan
dokudan gelistirilmesidir. Indirekt organogenesiste ise kallus fazindan bir organ
gelistirilmektedir (Sekil 3) (Babaoglu vd. 2001). Bu mikrogogaltim teknikleri kullanilarak, R.
palmatum (Ishimaru et al. 1990; Cui et al. 2008), R. ribes (Farzami Sepehr and Ghorbanli
2005), R. rhabarbarum (Lepse 2007; Rayirath et al. 2011; Clapa et al. 2020), R. officinale (Ji-
yong 2010), R. webbianum (Rashid et al. 2014), R. moorcroftianum (Maithani 2015), R.
coreanum (Mun and Mun 2016), R. emodi (Tabin et al. 2018; Singh and Chaturvedi 2022) ve
R. spiciforme (Khan et al. 2022) tiirlerinde daha 6nce birgok basarili ¢alisma yapilmistir.

Mikrogogaltim calismalarinin basarisi temel olarak eksplant, genotip ve besin ortaminin
icerigi gibi faktorlere baghidir. Ozellikle eksplantin yasi, tipi ve konumu hem somatik
embriyogenesis hem de organogenesis i¢in olduk¢a dnemlidir (Shahzad et al. 2017; Desai et al.
2022). Sirglin uglari, nodal tomurcuklar ve kok uglari yaygin olarak kullanilan eksplant
kaynaklaridir. Biiyiik eksplantlar kontaminasyon sansini artirabilir ve meristemler gibi kiiglik
eksplantlar bazen daha az biiylime gosterebilir (Lemma et al. 2020). Rheum cinslerinde yapilan
doku kiiltiirii caligmalarinda bogum, yaprak, embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon ve siirgiin ucu
gibi farkli eksplantlart kullanilmistir (Lassus and Voipio 1994; Farzami Sepehr and Ghorbanli
2002; Malik et al. 2010; Tuncer ve Giinsan 2017; Clapa et al. 2020; Wojtania and
Mieszczakowska-Frac 2021; Khan et al. 2022; Singh and Chaturvedi 2022) (Tablo 1).
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Sekil 3. Bitki rejenerasyon yolu (Anonim 2023)

Eksplantlarin sterilizasyonu, basarili in vitro mikrogogaltim i¢in en dnemli adimlardan
biridir. Kalsiyum hipoklorit, sodyum hipoklorit, etanol, civa kloriir, hidrojen peroksit veya
glimiis nitrat gibi maddeler sterilizasyon i¢in Rheum cinslerinde bitki doku kiltiiri

calismalarinda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Matkowski 2008; Mihaljevic et al. 2013).

Mikrogogaltim calismalarinin basarisini etkileyen bir diger 6nemli etken ise kiiltiir
ortaminin igerigidir. Kiiltiir ortam1, makro ve mikro elementler, bityiime diizenleyicileri (oksin,
sitokinin, giberellin, etilen vb.), vitaminler, organik bilesenler, besi ortami katilastirict maddeler
(agar, fitajel vb.) ve seker igermektedir (Sudheer et al. 2022). Rheum tiirlerinde yapilan in vitro
mikrogogaltim ¢alismalarinda temel besi ortami olarak MS ortami kullanilmistir (Kozak and
Sadata 2011; Wang et al. 2011; Tabin et al. 2014; Maithani 2015; Mun and Mun 2016; Tuncer
ve Giinsan 2017; Tabin et al. 2018; Clapa et al. 2020; Khan et al. 2022; Singh and Chaturvedi
2022)

Bitki biliyiime diizenleyicileri (BBD), tiim bu bilesenler arasinda o6nemli rol
oynamaktadir. BBD’ler genel olarak oksinler (indol-3-asetik asit (IAA), 2,4-
diklorofenoksiasetik (2,4-D), naftalen asetik asit (NAA), indol-3-biitirik asit (IBA)),
sitokininler (izopentenil adenin (IPA veya 2i-p), benzil amino purin (BAP), 4-hidroksil-3-metil-
trans-2-butenilaminopurin (zeatin), furfurylaminopurin (kinetin)), giberellinler (giberellik asit
(GA3)), etilen, absisik asit (ABA), jasmonik asit vb. gruplardan olusmaktadir (Sekil 4) (Rout
et al. 2000; Rout and Das, 2004; Ziv and Naor, 2006; Pandey et al. 2011; Gana 2011; Keerthiga
et al. 2012; Victorio et al. 2012).
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Sekil 4. Bitki biiylime diizenleyicilerinin ve brassinositeroidlerin temel yapilar1 (Asgher et al.
2015)

BBD’leri genel olarak, organ olusumunu, hiicre boliinmesini, doku farklilagmasini,
sirglin ve kok olusumunu tesvik ederler. Ayni zamanda, sekonder metabolitlerin fazla
miktarlarda elde edilmesine olanak saglamaktadirlar (Rout et al. 2000; Malik et al. 2010;
AbouZid, 2014). Oksin ve sitokininler, bitki doku kiiltiirinde hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi,
kallus olusumu, kallustan adventif siirgiin ve kok olusumu, siirgiin ve kdk cogaltimi gibi

stiregclerde 6nemli rollere sahiptirler (Sekil 5).

Bitki biliylime diizenleyicileri, konsantrasyona bagli olarak bitki doku ve hiicre
kiiltiirlerini etkilemektedirler (Su et al. 2011). Oksin ve sitokinin uygun kombinasyonu ve
konsantrasyonu kullanilarak, ilk kez tiitiin kallus kiiltiirlerinde gosterilen kallus adi verilen
farklilasmamis hiicre kitlesinden siirgiin, kok ve embriyolar iiretilmistir (Skoog ve Miller,
1957).
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Sekil 5. iki bitki biiyiime diizenleyicisi olan oksin ve sitokinin farkli oranlarmin etkileri (George
et al. 2008).

Rheum tiirlerinde yapilan c¢aligmalarda farkli tipte oksin ve/veya sitokinin
kombinasyonlar1 kullanilmistir. Ornegin, Khan et al. (2022), Rheum spiciforme tiiriinde yapti§1
calismalarinda kallus olusumu i¢in BAP ve 2,4-D kombinasyonunu kullanirken, siirgiin
olusumu igin BAP ve NAA kombinasyonunu kullanilmiglardir. Diger taraftan, R. rhabarbarum
ve R. rhaponticum tiirlerinden siirgiin olusumu i¢in sadece BAP, KIN ve meta-Topolin (mT)
sitokininleri kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Tablo 1) (Kozak and Sadata 2011;
Clapacetal. 2020). Ayrica bazi ¢alismalarda kallus olusumu i¢in sadece NAA ve 2,4-D oksinleri
kullanilmistir (Maithani 2015; Mun and Mun 2016).

Rejenere olan bitkilerin dogal ¢evre kosullarinda topraga transfer edilme islemi
aklimatizasyon (alistirma) olarak tanimlanmaktadir (Hartmann et al. 2002). Bu islemde ilk
olarak, toprak koklii bitkiler nihai ortamlarina transfer edilmeden once kontrollii bir ortam
odasinda veya serada iklimlendirilmelidirler (Preece and Sutter 1991; Rohr et al. 2003).
Rejenere olan bitkiler yavas yavas yeni ¢evrelerinde hayatta kalmaya uyum saglamaktadirlar
(Donelly and Tisdall 1993).
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Tablo 1. Baz1 Rheum Tiirlerinde Yapilan Mikro¢ogaltim Calismalarinda Kullanilan Eksplant
ve Ortam Icerikleri

Tiir Eksplant Ortam ve BBD (mg/l) Sonug Kaynak
pogum, YAl s+ (1,32) 2,4-D + 1,35 BAP callus
» eIy MS+(1,76) 2,4-D+1,76 TDZ
ekseni
Kallus MS+ (1,35 - 2,25) BAP + (1,29 — 2,15) KIN Organogenesis
MS+ 1,8 BAP + 1,72 KIN + 1 GA3
Rhegm Yaprak MS+ 5,6 BAP + 0,2 NAA Direk_t somatil_< Khan et al. (2022)
spiciforme MS+5,6 BAP +0,2 NAA +(0,9) 2,4-D +0,7GA3 embriyogenesis
Somatik embriyo MS+5,6 BAP +0,2 NAA +0,7 GA3
Siirgiin
Bosum seementi MS+ 2,81 BAP + 0,2 NAA
gum seg MS+ 2,81 BAP + 0,2 NAA
Rheum. Siirgiin uglari, MS+ 1,5 BAP+0,1 GA3 Siiredin Wojtania and
rhabarbarum  koltuk alt: MS+ 1,5 BAP+ 0,02 NAA urgs Mieszczakowska-
tomurcuklari % MS+ 1,5 BAP+ 0,02 NAA Frac (2021)
- MS+16 KIN +(2,2) 2,4-D
Yaprak (Lamina) i\ 1'7 BAP 40,4 NAA + (2,6) 2,4-D
MS+ 2,3 BAP + 0,4 NAA + (2,2) 2,4-D Kallus ;
. Yaprak orta Singh and
Rheurmigadi damar1 MS+1,0KIN +(2,2) 2,4-D +1,1 TDZ Chaturvedi (2022)
Bogum MS+ 5,6 BAP + 0,4 NAA +2,2 TDZ Siiraii
irgilin
o MS+ (4) BAP
eum MS+ (4) KIN -
thabarbarum  YPrak v 54; Kl Organogenesis Clapa et al. (2020)
Rheum emodi.  Yaprak. vaprak MS+ 2,7 BAP + 2,2 TDZ + 2,4 IBA Direkt
» Yaprax, yap MS+ 2,3 BAP + 2,2 TDZ + 1,3 NAA Organogenesis Tabin et al. (2016;
Rheum orta damart, NiS* 2.3 BAP + (22) 24D 2018)
webbianum yaprak sap1 +2, +(2,2) 2,4-
MS+ 2,25 BAP + 0,9 IAA Kallus
- Kotiledon ve Kallus + Tuncer ve Giinsan
Rheum ribes hipokotil MS+2BAP + 1 1BA organogenesis (2017)
Yaprak MS+ 2,0 BAP + 0,5 NAA Kallus
Rheum
.. W l. (2011
franzenbachii | MS+ (0,5) TDZ + (0,2) NAA Kallus ang et al. (2011)
MS+ (2) BAP + (0,2) NAA Cogaltmast
Siirgiin ucu, geng  MS+ (0,2 - 0,5) 2,4-D Kallus
Rheum y§prak, rizomve MS+ (0,2 -0,5) NAA Mun and Mun
coreanum kok ucu MS+ (0,2) BAP+ (0,2) 2,4-D (2016)
Kallus MS+ (2) BAP+ (0,2) NAA Organogenesis
MS+ 1.6 BAP + 2 IBA Kallus ile kok
ig%li?roﬁianum Fide MS + 1.6 BAP + 2.0 IAA + 2.0 IBA ve slirgiin Maithani (2015)
MS + 1.6 BAP + 2 IAA Kallus ile kok
MS + 1,12 BAP + (1,11) 2,4-D
Rheum emodi Yeprek MS+112BAP+11TDZ rallus Tabin et al. (2014)
Tohum, yaprak, ~MS + 1,3 BAP + 1 IBA Oraanogenesis '
siirgiin ve rizom  MS + 2,2 BAP ganog
Rheum Tomurcuklar MS + 5 BAP Oraanogenesis Kozak and Sadata
rhaponticum MS + 5 KIN ganog (2011)

Rheum emodi  Yaprak MS+ 2,2 BAP + 1 IBA Siirgiin Malik et al. (2010)
Rheum. Tomurcuk MS + 1,5 BAP + 0,7 IBA Surgiin Lepse (2009)
rhabarbarum

. . . Farzami Sepehr and
Rheum ribes  Hipokaotil MS+ 1 BAP + 1 IBA Kallus Ghorbanli (2002)
Rheum Siirgiin uclari . Lassus and Voipio
rhabarbarum MS+ 1 BAP + 1 IBA Organogenesis (1994)
Rheum emodi  Yaprak MS+ 2 BAP + 1 IBA Organogenesis Lal and Ahuja

(1989)
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Mikrogogaltim ¢alismalarindaki en temel hedef ana bitki ile ayn1 genetik yapiya sahip
bitkiler elde etmektedir. Ancak mikrogogaltim caligmalarinin rejenerasyon siireglerinde
istenmeyen varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu varyasyonlar somaklonal varyasyon
olarak adlandirilmaktadir. Somaklonal varyasyon, genel anlamda, bitki doku kiiltiirii
calismalarinda meydana gelen kalitsal degisiklikler olarak ifade edilmektedir. Bu varyasyonlar,
bitki biiyiime diizenleyicileri, kiiltiirlin tlirii ve siiresi, genotip ve kimerik dokular gibi ¢esitli
faktorlerden kaynaklanabilmektedir (Bairu et al. 2011). Ortaya ¢ikabilecek varyasyonlarin
tespiti molekiiler, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemlerle yapilabilmektedir.
Bununla birlikte molekiiler teknikler, genetik instabilite heniliz fenotipik olarak ifade
edilmediginde bile daha erken asamalarda tespit yapilmasini saglamaktadir (Bairu et al. 2011;
Govindaraj et al. 2015).

Bu amag¢ dogrultusunda bitki genetik kararliligi belirlemek i¢in farkli DNA-bazli
molekiiler markérler kullanilmaktadir. Ornegin  RFLP  (Kesilmis Parga Uzunlugu
Polimorfizmi), RAPD (Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi), AFLP (Cogaltilmis Parga
Uzunlugu Polimorfizmi), SCAR (Dizisi Karakterize Edilmis Cogaltilmig Bolgeler), SSR (Basit
Diziler Tekrarlar1 veya Mikrosatelitler), ISSR (Basit Diziler Tekrarlart Arasi Polimorfizm) ve
SCoT (baslangig kodonu hedefli) yontemleri bir¢ok ¢alismada kullanilmistir (Elshibli and
Korpelainen 2007; Khan et al. 2012; Rasheed and Xia 2019).

Rheum cinsi tiirlerinde kullanilan molekiiler markorlerle ilgili ¢alismalar sinirhdir.
Wang et al. (2012), ISSR markoériinii kullanarak Rheum officinale’nin 12 populasyonunda
genetik ¢esitliligi arastirmislardir. Tanhuanpaé et al. (2018), Rheum rhabarbarum ve Rheum

tanguticum tiirlerinde SSR markorii kullanilarak genetik gesitliliklerini belirlemislerdir.

PCR tabanli markorler olan AFLP, SSR ve SCoT gibi teknikler belirli DNA bolgelerinin
cogaltilmasini saglar ve bu ¢cogaltilan iiriinler jel elektroforezi yoluyla ayristirilir. Bu yontemler,
radyo izotop etiketlerle hibridizasyon gerekli olmadigindan zamandan tasarruf saglar ve daha
pratiktir (Garcia et al. 2004). Dahasi, somaklonal varyasyonlar son yillarda gelistirilen
molekiiler yontemlerden baslangic kodonu hedefli (Start Codon Targeted (SCoT)) markor
teknigi kullanilarak belirlenebilmektedir. SCoT markor sistemi, Collard and Mackill (2009)
tarafindan, bitki genomundaki baslangic kodon c¢evresindeki korunan bolge esas alinarak
gelistirilmistir. SCoT markorleri, DNA iplikgiklerinin her ikisinde de ATG baslatma kodonunu
cevreleyen gen bolgelerine yonelik olarak tasarlanmistir (Sekil 6). SCoT teknigi basit,
tekrarlanabilir ve kolay ulasilabilir 6zelliklerinden dolay: iistiin avantajlara sahip markor
sistemidir. Ayn1 zamanda bu markor sistemi genetik ¢esitlilik caligmalarinda basarili bir sekilde

kullanilmaktadir. Bu yontemde tek primer kullanilmaktadir. Bu agidan, bu teknik RAPD ve
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ISSR veya diger tek primer amplifikasyon markor sistemleriyle benzerdir. Ancak yapilan
caligmalar sonucunda RAPD ve ISSR markdrlerinden daha tekrarlanabilir oldugu bildirilmistir

(Xiong et al. 2011; Amom et al. 2020; Gogoi et al. 2020; Tikendra et al. 2021D).

Genotip #1
5— el Gen A > 3 -
—
SCoT primer SCoT primer .
= ]
@ < Gen Ewm—s
Var
Genotip # 2
5wl Gen A > 3 _—
—
SCoT primer — >
3 5
Yok

Sekil 6. SCoT PCR amplifikasyonunun ilkesi (Collard and Mackill 2009).

SCoT markér teknigi, yer fistig1 (Luo et al. 2010), seker kamisi (Que et al. 2014), hurma
(Al-qurainy et al. 2015), hindistan cevizi (Rajesh et al. 2015), bugday (Etminan et al. 2016) ve
arpa (Glingor et al. 2022) gibi bitki tiirlerinde genetik ¢esitlilik analizinde basarili bir sekilde
kullanmigtir. Ayrica, popiilasyon yapi analizinde ve soy belirlemesinde bu teknik basarilt bir

sekilde kullanilmaktadir (Satya et al. 2015).

Son yillarda, Rheum ribes (iskin)’in aktif bilesenlerini belirlemeye yonelik birgok
calisma yapilmis ve bitkinin 6nemli sekonder metabolitleri icerdigi belirlenmistir. Ancak,
yapilan arastirmalar sonucunda bitkinin in vitro mikrogogaltimina 6zellikle organogenesis ve
somatik embriyogenesis ilizerine ¢aligma bulunmamaktadir. Bitkinin endemik dogas1 ve tehdit
altinda olmasi dikkate alinarak planlanan bu ¢alismanin amaci, farkli eksplantlardan somatik
embriyogenesis ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro ¢ogaltim
sistemini gelistirmektir. Yine aragtirmada, in vitro sartlarda olugsmasi muhtemel somaklonal
varyasyonlar dikkate alinarak, in vitro rejenere bitkilerin genetik kararliliklar1 SCoT markor

teknigi kullanilarak belirlenmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Tiirkiye’nin Dogu ve Gilineydogu Anadolu Bolgeleri’nde dogal olarak yetisen ve tibbi
bir bitki olan 1skin (Rheum ribes L.), Polygonaceae familyasina aittir. Rheum cinsi, Asya,
Avrupa ve Amerika’nin daglik bolgelerinde yayilis gostermektedir (Maclean and Taylor 2000;
Clementi and Misiti 2010; Gardener and Ghronicle 2014). Ravent’in bir¢ok tiirii geleneksel tip
sistemlerinde ge¢misten giiniimiize yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle geleneksel
Cin tibbinda en yaygin kullanilan, bitkisel ilaglardan biri olarak kabul edilmektedir (Zhuang et
al. 2020). Bunun yaninda, halk tarafindan bobrek taglari, siniis ve akciger enfeksiyonlar1 ve
karaciger rahatsizliklar1 gibi hastaliklarin tedavisi i¢in tiikketimi olduk¢a yaygindir (Ashnagar et
al. 2007). Son zamanlarda yapilan bilimsel galismalarda Rheum’dan izole edilen bilesiklerin
antioksidan, sitotoksik, antiiilser, antidiyabetik, antimikrobiyal, antifungal, yara iyilestirici,
antikanser, antitimar ve antiproliferatif oldugu bildirilmektedir (Rokaya et al. 2012; Bilal et al.
2013; Pandith et al. 2014; Foust 2014; Xiang et al. 2020; Pandith and Khan, 2022; Gecibesler
et al. 2021). Bu bitkinin iyilestirici oOzellikleri, 6zellikle antrokinonlar, stilbenoidler ve
flavonoidler gibi icerdigi sekonder metabolitlere baglidir. Bu metabolitlerin ve/veya
tirevlerinin farmakolojik etkinligi, birgok hastaligin tedavisi i¢in kullanilmakta ve bitkinin
metabolitleri iizerine giiniimiizde birgok c¢alisma siirdiiriilmektedir (Krafczyk et al. 2008;
Pandith et al. 2018).

Noori et al. (2022) yaptiklari ¢alismada, Rheum ribes’in koklerinden farkli
ekstrasksiyon yontemleri ile organik bilesikleri elde etmislerdir. Ardindan UV-Vis
(Ultraviyole-Goriiniir), HPLC (Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi), GC (Gaz
Kromatografisi) ve GC/Kiitle gibi analiz teknikleri kullanarak toplam fenolik, flavonoid ve
flavonol igeriklerini Olgmiislerdir. Aynmi zamanda bitkinin antioksidan analizini de
gerceklestirmiglerdir. Calisma sonucunda, metabolit igerigin yiiksek oldugunu ve
farmakolojide biiylik 6neme sahip olan curcumin maddesinin 1skinda da yiiksek oranda
oldugunu rapor etmislerdir. Diger taraftan, Gecibesler et al. (2021), ayni1 bitkide yaptiklar
calismada, bitkiden resveratrol, 6-O-metilalaternin, emodin, aloe-emodin, B-sitosterol ve rutin

gibi 1yi bilinen sekonder metabolitleri izole etmislerdir.

Yiiksek rakimlarda yetisen tibbi 6neme sahip olan endemik bitkilerin birgogunun,
normal sartlarda yetistiriciligi olduk¢a zordur. Giliniimiizde tibbi degeri yiiksek olan bitkilerin

insan miidahalesi ile toplaniyor olmasi, bitkilerde ciddi kayiplara sebep olmustur. Bu
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perspektifte tibbi Oneme sahip olan bitkilerin korunmasina yonelik bir¢ok yoOntem
gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri olan in vitro mikrogogaltim yontemi bu tiirlerin
korunmasinda etkili bir aragtir (Debnath et al. 2006, Dhandapani et al. 2008; Sidhu 2011,
Tagkin et al. 2013 Pandith et al. 2018). Tabin et al. (2016), yok olma tehlikesi altindaki tibbi
endemik bitkilerin doku kiiltiirii teknikleri ile in vitro mikrogogaltimimin yapildigin
bildirmislerdir. Mikrogogaltim teknigi ile hizl1 ve kisa siirede bir¢ok bitki elde edilebilmektedir
(Zhou and Wu 2006). Somatik embriyogenesis (direkt/indirekt) ve organogenesis
(direkt/indirekt) mikrogogaltim tekniginde siklikla kullanilan rejenerasyon sistemleridir (Li et

al. 2022; Moyo et al. 2009).

In vitro bitki doku kiiltiiriinde hiicrelerin ve dokularmn kiiltiir kosullarina uyum
saglayarak biiyiime, ¢cogalma ve G6zellesme siirecinde meydana gelen sekil degisiklikleri de
morfogenez olarak adlandirilmaktadir (Elhiti and Stasolla, 2011; Delporte et al. 2014).
Organogenesis ve somatik embriyogenesis siiregleri, aseptik in vitro kosullar altinda hiicre
farklilasma olayindan bitki rejenerasyonuna yol agmistir. Bu tiir farklilasma veya morfogenesis
stirecleri, kallus yoluyla indirekt veya eksplant tizerinden direkt olabilmektedir (Chandra ve

Pental 2003).

Somatik embriyogenesis, doku kiiltiirii sisteminin en ¢ok kullanilan rejenerasyon
yollarindan biri olarak kabul edilmektedir (Aydin vd. 2013; Al Shamari et al. 2018; Tomiczak
et al. 2019; Sanchez-Romero 2021). Ayrica, somatik embriyogenesis birgok bitki tiiriiniin hizli
klonal tiretimi i¢in 6nemli potansiyele sahip olmasinin yaninda sentetik tohum {iretimi ve gen
aktarimi alanlarinda kullanilan 6nemli bir teknolojidir (Von Arnold et al. 2002; Parimalan et
al. 2011; Nic-Can et al. 2013; Radoeva and Weijers 2014; Behera et al. 2022).

In vitro mikrogogaltim ¢alismalarinin basaris1 birgok faktdre (besin ortami igerigi,
sicaklik, pH, 151k ve nem) bagli olmasinin yaninda biiyiik oranda eksplant, genotip ve BBD’lere
baghdir (Cardoza 2008; Gupta et al. 2020). Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan biiyiime
diizenleyicileri, bitki gelisimini kontrol etme ve hiicre farklilasmasini yonlendirmede dnemli
bir role sahiptir (Chugh and Kumar 2022; Dias 2019). Diger taraftan, aklimatizasyon asamasi,
her mikrogogaltim protokoliiniin son asamasi olarak bilinmektedir. Bagka bir ifadeyle
aklimatizasyon rejenere olan bitkilerin dogal ¢evre kosullarinda topraga transfer islemidir
(Hartmann et al. 2002). Bu asama 6zel bir bakim gerektirmektedir. Aklimatizasyon agamasinda
rejenere olan bitkiler seker temelli ortamdan ototrofik asamaya gegcirilir ve fotosentez yoluyla
besin liretme konusunda kendisine bagimli hale getirilir. Bu siireg, rejenere bitkilerin in vitro
kosullardan normal kosullara kademeli olarak gecisini saglayip ortama adaptasyon kabiliyetini

arttirmaktir. Bu nedenle, aklimatizasyonun ilk giinlerinde c¢esitli sulamalar genellikle
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seyreltilmis kiiltlir ortam1 tuzlari ile yapilmaktadir (Aitken-Christie et al. 2013; Cardoso et al.
2018).

Diger bitkiler gibi yabani ravent tohumlarinin ¢imlenme giicii sicaklik, 151k, su, toprak
besin maddesi, tuzluluk gibi abiyotik ¢evresel faktorlere baglidir (Socolowski et al. 2008; Farji-
Brener et al. 2009). Iskin bitkisi genel olarak kayalik, taslik ve yiiksek bolgelerde yetismektedir.
Bu durum bitkinin ¢evresel ve antropojenik strese maruz kalmasina yol agmaktadir
(Munzuroglu et al. 2000). Genellikle ¢evresel stresler altinda yabani bitkilerin yagami igin en
onemli unsur tohumlaridir. Iskin gibi yabani bitkiler dogaya adaptasyon saglayip oldukca fazla
tohum olusturmaktir. Bu sayede bitkiler olumsuz ¢evre sartlarinin gelismesini 6nlemesine
karsin hizli yayilima sahiptirler. Ayrica bu bitkilerin tohumlar1 olgunluga eristigi zaman
diliminde hizli bir sekilde ana bitkiden ayrilip, topraga dokiilmekte ve toprakta kolaylikla
cimlenmektedir (Kadioglu 2007). Ancak bazi galismalar, ravent tohumlarinin ¢imlenme
oraninin karanlik ve soguk ortamlarda en diisiik seviyede oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
nedenle ravent tohumlarinin toprakta derin veya kisin kar altinda gémiilii olmasi, ¢imlenmeyi
onlemektedir (Escudero et al. 2002; Socolowski et al. 2008). Bu soruna karsin in vitro sartlar

tohumlarin ¢imlenmesine olanak saglayan en uygun ¢evresel kosullar1 saglamaktadir.

Bitki tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunun etkili in vitro rejenerasyonu i¢in evrensel olarak
uygulanabilir tek bir yontem bulunmamaktadir, ¢iinkii bu hassas ve oldukc¢a degisken bir
sliregtir. Bu nedenle her tiir i¢in kullanilan in Vvitro rejenerasyon sistemi i¢in uygun protokoliin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu agidan gegmisten giiniimiize kadar Rheum tiirlerinde in vitro

mikrogogaltim ¢alismalar1 mevcuttur.

Farzami Sepehr and Ghorbanli (2002), yaptiklar1 ¢alismada in vitro sartlarda Rheum
ribes’in 5 giinliikk gelismis fidelerinden aldiklari, hipokotil eksplantlarindan 1 mg/l BA ve 1
mg/l IBA igeren MS besi ortaminda kallus elde etmislerdir. Sonrasinda, elde ettikleri kalluslari
farkli sitokinin tiirevlerini iceren MS ortamlarina almislardir. Bu ortamlar i¢erisinde en yiiksek
stirgin olusumunu 0,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IBA iceren MS ortaminda elde etmislerdir.
Calismanin devaminda, olusan siirgiinleri koklendirmek i¢in 0,5 mg/l IBA igeren 2 MS
kullanmislardir. Rheum ribes’de yapilan farkli bir ¢alismada (Tuncer ve Giinsan 2017), in vitro
mikrocogaltim i¢in hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 kullanilmis ve bu eksplantlar kallus ve
stirgiin elde etmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda BBD igeren MS ortamlarinda kiiltiire
alimmistir. Arastirma sonucunda, BBD’ler icerisinde en yiiksek kallus ve siirgiin olusumu 1
mg/l BAP + 1 mg/l IBA ve 2 mg/l BAP + 1 mg/l IBA igeren MS ortamlarinda meydana
gelmistir. Yine bu arastirmada, eksplant bakimindan hipokotil eksplantlarinin kotiledon

eksplantlarindan daha basarili sonug verdigi belirtilmistir. Yine Tuncer (2021), Rheum ribes’de

16



kallus proliferasyon protokoliiniin iyilestirilmesi lizerine yaptig1r baska bir ¢alismada, BAP,
IBA, TDZ ve NAA’nin farkli kombinasyonlar1 kullanmis ve en yliksek kallus olusumunun 2
mg/l TDZ ve 0,2 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edildigini bildirmistir.

Rheum ribes tiiriindeki sinirl sayida ¢alisma olmasina ragmen Rheum cinsinin diger
tiirlerinde in vitro ¢ogaltmaya yonelik ¢alismalar yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir.

Bu caligmalarin sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

Roggemans and Claes (1979), Rheum rhaponticum’un siirgiin uglarini 1 mg/l BAP + 1
mg/l IBA igeren MS ortaminda, 20 +1 °C’de 16 saat fotoperyotta kiiltiire alarak aksiller
tomurcuk olusumunu saglamislardir. Zhao et al. (2010), Rheum rhaponticum’da siirgiin ucu
kiiltiirii yoluyla etkili in vitro ¢ogaltim protokolii gelistirmek i¢in, BBD’lerin (BA, KIN, NAA
ve IBA) farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarini kullanmiglardir. Arastirma sonucunda en
yiiksek siirgiin sayisini (9,1) 1,0 mg/l BA + 1,0 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde etmis ve
bu siirgiinleri 0,5 mg/l NAA igeren 2 MS ortaminda basarili bir sekilde koklendirmislerdir.
Yine, Rheum rhaponticurm’da yapilan baska bir ¢alismada (Kozak and Salata 2011), aseptik
kosullarda yetistirilmis fidelerden siirgiin cogaltimi saglamak amaciyla BBD’lerin farkl
konsatrasyonlarmi [BA (4,4, 11,1 ve 22,2 umol/l), KIN (4,7, 11,6 ve 23,3 umol/l), 2-isopentil
adenin (2iP) (4,9, 12,3 ve 24,6 pumol/l) ve TDZ (4,5, 11,4 ve 22,7 umol/l)] igeren MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Aragtirma sonucunda, sitokininlerin yeni siirgiin olusumunu tesvik ettigi, en
yiiksek siirgiin olusumunun ise BA (11,1 ve 22,2 pmol/L) iceren ortamdan elde edildigi
bildirilmistir.

Wojtania and Mieszczakowska-Frac (2021) Rheum rhaponticum’da dormant
tomurcuklardan izole edilen 8 yillik rizomlardan siirgiin kiiltiirleri olusturmuslardir. Etkili
stirgiin ¢ogaltimini, 6,6 uM BAP veya 12,4 uM meta-topolin varliginda elde etmislerdir. Ayn1
zamanda, her iki sitokinin, siikroz konsantrasyonuna bagli olarak siirgiin olusumunu uyarici bir
sekilde etkiledigini bildirmislerdir. Siikroz konsantrasyonunu 59 ila 175 mM arasinda
artirmanin, siirgiin tiretimini ve yaprak cikisini ii¢ kat azalttigini, ancak kallus olusumu ve

stirgiin uzunlugunu arttirdigini bildirmislerdir.

Lal and Ahuja (1989), Rheum emodi iizerine yaptiklar1 in vitro mikrogogaltim
caligmalarinda, siirglin ucu ve yaprak eksplantlarindan 2,0 mg/l BAP ve 1,0 mg/l IBA igeren
MS ortamindan ¢oklu siirgiinler elde etmislerdir. Ardindan, elde ettikleri siirgiinlerden 1,0 mg/I
IBA igeren ortamda kok indiiksiyonunu saglamislardir. Yine, Lal and Ahuja (1993) tarafindan
Rheum emodi tizerine yapilan baska bir ¢calismada 8,9 uM BA ve 4,9 uM IBA igeren sivi ve
yar1 katt MS ortaminda ¢oklu siirgiin olusumu saglanmis ve siirgiinler 4,9 uM IBA igeren

ortamda koklendirilmistir. Bu arastirmada, sivi ortamda gelisen siirgiin ve siirgiin ¢cogaltiminin
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yar1 kat1 MS ortamindan daha zayif oldugu ve yar1 kat1 MS ortaminda siirgiin indiiksiyonu ve
¢ogaltimmin zaman bakiminda hizli oldugu bildirilmistir. Yine, Parveen et al. (2012) in vitro
Rheum emodi siirgiinlerini, farkli BAP konsantrasyonlarinin (2,5-15 uM) ayr1 ayr1 ve ayrica
bunun farkli oksinlerle, yani NAA/2,4-D/IAA/IBA ile kombinasyonunun etkisini
degerlendirmek i¢in MS besin ortaminda kiiltiirlesmislerdir. Arastirma sonucunda, test edilen
tiim denemeler arasinda siirgiin ¢cogalmasi i¢in en iyi tepki, 5 uM IBA ile desteklenen 7,5uM
BAP’ta gozlemlemistir. Yine ayni aragtirmada, izole edilen her siirgin daha sonra farkli
konsantrasyonlarda IAA (2,5-15 pM) etkisi altinda koklenme igin alt kiiltiire tabi tutulmus ve
en iyi kok olusumu 12,5 uM IAA’da tespit edilmistir. Malik et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada
ise Rheum emodi’nin rizom eksplantlarindan en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun 10 uM BAP

ve 5 uM IBA igeren hem kat1 hem de s1vi MS ortaminda sagladiklarini bildirmislerdir.

Rheum emodi tiriinde yapilan baska bir c¢alismada mikrogogaltim protokolii
gelistirilmistir ve bitki olusumu i¢in en etkili bitki biiyiime diizenleyici konsantrasyonu ve
kombinasyonu olarak 15 uM BAP + 15 uM IBA igeren MS ortami belirlenmistir (Tabin et al.
2018). Singh and Chaturvedi (2022), Rheum emodi tiiriinde, eksplant olarak yaprak ve yapragin
orta damar kismint kullanmiglar ve kallus olusumu bakimindan yapragin orta damarmdan
(%100), yaprak eksplantlarindan (%97,67) daha yiikksek oranda kallus indiiksiyonu elde
etmislerdir. Ardindan olusan kalluslardan 7,5 uM BAP, 0,5 uM NAA ve 0,5 uM TAA iceren
MS kat1 ortamindan en yiiksek siirgiin indiiksiyonunu (%66,67) saglamislardir. Yine bu
calismada yaprak eksplantlarindan 10,0 uM BAP, 0,5 uM IBA ve 1.0 uM IAA igeren MS

ortaminda direkt siirgiin indiiksiyonunun olustugunu bildirmislerdir.

Lassus and Voipio (1994), iki farkli Rheum rhabarbarum genotipinin (Victoria ve klon
AF) mikrogogaltimi i¢in siirgiin uglarin1 1 mg/l BAP, 1 mg/l IBA, 20 g/l siikroz ve 8 g/l agar
iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Yine ayni bitkide in vitro ¢ogaltim amaciyla yapilan
bir bagka ¢alismada (Lepse 2009), en yiiksek ¢cogalma oranini elde etmek icin tli¢ farkli ortam
kullanilmistir. 1. ortamda 1 mg/l BAP, 2 mg/l IBA, 0,5 mg/l GA3, 2. ortamda 1 mg/l BAP ve
1,5 mg/l IBA, 3. ortamda ise 1,5 mg/l BAP ve 0,7 mg/l IBA bulunmaktadir. Calismada bu ti¢

ortamdan en iyi in vitro ¢ogaltimin 3. ortamda oldugu bildirilmistir.

Clapa et al. (2020), Rheum rhabarbarum’da yaptiklari ¢alismada BAP’in aksiller
stirgiinlerin ¢ogalmasint uyardigi ancak sap bilylimesini smirladigini tespit etmislerdir.
Arastirmada, en yiiksek ortalama ¢ogalma oranin 0,5 mg/l BAP iceren ortamda elde edildigi
bildirilmistir. Yine bu ¢calismada 4 mg/l KIN i¢ceren MS ortaminda hem siirgiin olustugunu hem
de stirglinlerin yine bu ortamda yiiksek oranda (%60) koklendigini bildirilmistir.
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Rheum franzenbachii iizerine yapilan bir ¢alismada (Wang et al. 2011), yaprak
eksplantlarinda en yiiksek kallus olusumu yoniinden 2,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA, 4,0 mg/I
TDZ +0, 0,2 mg/l NAA ve 4,0 mg/l TDZ + 0,2 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l IAA igeren MS ortamlar1
karsilagtiritlmistir. Bu ortamlar igerisinde en yiiksek kallus olusum orani1 2,0 mg/l BAP + 0,5
mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmistir. Diger taraftan, 4,0 mg/l TDZ + 0, 2 mg/l NAA
ve 4,0 mg/l TDZ + 0,2 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l IAA iceren MS ortamlar1 arasinda ise 4,0 mg/I
TDZ + 0,2 mg/l NAA igeren ortaminin daha yiiksek kallus olusturdugu bildirilmistir.

Khan et al. (2022), Rheum spiciforme tiiriinde yaptiklar1 ¢calismada, etkili bir in vitro
rejenerasyon sistemi gelistirmislerdir. Eksplant olarak bitkinin yaprak ve bogum segmentlerini
kullanmislardir. Yaprak ve bogum-segment eksplantlarindan 2 uM 2,4-D ve 6 uM BA igeren
MS ortamlarindan yiiksek oranda (%87,3) kallus elde etmislerdir. Arastirmada, bogum segment
eksplantlarindan kahverengi kallus olustugu tespit edilmis olup, bu kahverengi kalluslarin her
birinin 4,0 uM GA3 ile 8,0 uM BA ve 1,0 uM KIN igeren ortamlarda 6nemli 6lgiide yiiksek
bitki rejenerasyonu (%96,3) meydana getirdigi bildirilmistir. Diger taraftan, yine yaprak
eksplantlarindan 25 pM BA, 1,0 uM NAA ve 2,0 uM GA3 iceren ortamlardan direkt somatik

embriyogenesisin olustugu rapor edilmistir.

Rashid et al. (2014), Rheum webbianum’da rizom eksplantlarindan 0,5 mg/l 2,4-D
iceren MS ortamindan, yaklagik kiiltiirtin 30. giiniinde en yiiksek kallus olusumunu (%100) elde
etmislerdir. Ardindan, kalluslardan meydana gelen en yiiksek siirglin rejenerasyonunun ise
kiiltiirtin 16. giiniinde 5,0 mg/l BAP ve 2,0 mg/l IAA igeren katt MS ortamindan saglandigini
bildirmislerdir. Diger taraftan, Maithani (2015) tarafindan Rheum moorcroftianum’da yapilan
in vitro ¢ogaltim ¢alismasinda, fide eksplantlarindan en iyi kallus olusumunun IBA igeren MS
ortamlarinda meydana geldigi belirlenmistir. Yine ayn1 arastirmada, en iyi koklenmenin ise 1,6

mg/l BAP + 2,0 mg/l TAA igeren MS ortaminda meydana geldigi kaydedilmistir.

Mun and Mun (2016), Rheum coreanum’da tiim bitkiden elde edilen dort organdan
(slirglin ucu, gen¢ yaprak, rizom ve kok ucu) kallus olusumu icin farkli bitki biiylime
diizenleyicilerinin (2,4-D, NAA ve Kinetin) etkilerini incelemislerdir. En iyi kallus olusumu
2,4-D (0,2-0,3 mg/l) igeren MS ortami {izerinde rizom eksplantindan elde edilmistir. Bu
kalluslardan en yiiksek siirgiin, kok ve bitkicik olusumu ise 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA
kombinasyonunu, tek basina 0,5 mg/l NAA veya 0,5 mg/l IBA igeren MS ortaminda elde
edilmistir. Yine ayn1 ¢aligmada, serada basariyla iklimlendirilen (%100) bitkiciklerin daglik
bolgede hayatta kalma oraninin %95°e ulastigi, ham ilag verimleri ve etken madde igerikleri

eseyli ve vejetatif cogaltma ile elde edilenlerden daha yiiksek oldugu kaydedilmistir.
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In vitro mikrogogaltim yéntemi birgok bitki tiiriinde gegmisten giiniimiize kadar basarili
bir sekilde uygulanmaktadir. Ancak in vitro rejenerasyon sistemleri (somatik embriyogenesis,
organogenesis) ile elde edilen bitkilerde istenmeyen genetik degisiklikler meydana
gelebilmektedir. Bitki doku kiiltiirlinde meydana gelen ve kalitsal olan bu genetik degisiklikler
somaklonal varyasyon olarak bilinmektedir (Larkin and Scowcroft 1981; Bairu et al. 2011).
Somaklonal varyasyonlar g¢alisma amacina gore dogal varyasyon kaynagi sunmaktadir
(Hammerschlag et al. 2006). in vitro mikrogogaltim galigmalarinda ana bitki ile ayn1 genetik
materyale sahip yeni bitkilerin iiretilmesi aragtirmacilarin en temel amacidir. Bu nedenle
somaklonal varyasyon in vitro mikrogogaltim ¢alismalarinda istenmeyen bir durumdur. Ancak,
bitki doku kiiltiiriindeki bir¢ok faktér (BBD’leri, 151k, sicaklik, pH, eksplant kaynagi, alt kiiltiir
sayist vb.) strese neden olup rejenere bitkilerde genetik ve epigenetik farkliliklar meydana
getirebilmektedir (Matthes et al. 2001; Bairu et al. 2011). In vitro mikrogogaltim galigsmalar
sonucunda elde edilen rejenere bitkilerde somaklonal varyasyonlarin tespiti, biyokimyasal,
fizyolojik, DNA, RNA ve protein bazli molekiiler markorler ile yapilmaktadir (Khan et al.
2012; Alizadeh et al. 2015).

Biyoteknolojik ve molekiiler yontemlerin rolii, bitki doku kiiltiiriinde somaklonal
varyasyonun tahmini ve korunmasi igin olduk¢a &nemlidir. In vitro mikrogogaltim
caligmalarinda somaklonal varyasyon, hibridizasyona dayali [RFLP (Kesilmis Par¢a Uzunlugu
Polimorfizmi)) ve PCR’a dayali (RAPD (Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi), AFLP
(Cogaltilmis Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi), SCAR (Dizisi Karakterize Edilmis Cogaltilmis
Bolgeler), SSR (Basit Dizi Tekrarlar: veya Mikrosatelitler), ISSR (Basit Dizi Tekrarlart Arasi
Polimorfizm) ve SCoT (Baslangi¢ Kodonu Hedefli)] molekiiler markor yontemleri kullanilarak
bir ¢cok calismada tespit edilmistir (Elshibli and Korpelainen 2007; Collard and Mackill 2009;
Rasheed and Xia 2019).

PCR temelli markor sistemleri, daha hizli sonu¢ vermesi ve izotop etiketlerle
hibridizasyon isleminin gerekli olmamas1 ile zamandan ve paradan tasarruf saglamaktadir
(Garcia et al. 2004). Bu avantaji ile yapilan ¢aligmalarda genellikle PCR temelli molekiiler
markorler tercih edilmektedir. Aydin et al. (2015) yaptiklarnn ¢alismada, farkli
konsantrasyonlardaki ti¢ farkli oksin (2,4-D, dikamba ve pikloram) tipinin Hordeum vulgare’de
olgun embriyo destekli bitki rejenerasyonu lizerinde etkilerini ve rejenere olan bitkilerden
olusmast muhtemel somaklonal varyasyonlart RAPD ve CRED-RA teknikleri kullanarak
genetik ve epigenetik yonden arastirmiglardir. Oksin tipi ve artan oksin konsantrasyonuna bagh
olarak GTS (Genomik Sablon Kararlilig1) degerinin azaldigini bildirmislerdir. Yine, Aydin et
al. (2016) yaptiklart fakli bir ¢alismada, Secale cereale’de endosperm destekli olgun
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embriyosundan farkli oksin (2,4-D, dikamba ve pikloram) konsatrasyonlarini igeren MS
ortaminda e¢lde edilen kalluslari kullanilarak somaklonal varyasyon durumunu RAPD ve
CRED-RA markdrleri ile incelemiglerdir. Calisma sonucunda, yiiksek konsatrasyona sahip

oksinlerin genomik sablon stabilitesi (GTS)’nde azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Son yillarda, genetik polimorfizmin tespiti i¢in SCoT Polimorfizm markor sistemi
Collard and Mackill (2009) tarafindan gelistirilmistir. SCoT markorleri, DNA iplikgiklerinin
her ikisinde de ATG baslatma kodonunu c¢evreleyen gen bolgelerine yonelik olarak
tasarlanmistir. Bu teknigin RAPD ve ISSR markorlerinden daha tekrarlanabilir oldugu yapilan
calismalarda bildirilmistir (Amom et al. 2020; Gogoi et al. 2020; Tikendra et al. 2021a). SCoT
primerleri, basit, tekrarlanabilir, gen hedefli markor gibi bir dizi degerli 6zellik sayesinde,
genetik ¢esitliligin analizi gibi cesitli uygulamalarda basariyla kullanilmaktadir. Bu genleri
cevreleyen fonksiyonel genler veya bolgeler, bunlara karsilik gelen o6zellikler ile iliskilidir ve
dizi bilgisi gerektirmemektedir (Pakseresht et al. 2013; Mahjbi et al. 2015). Genel olarak, SCoT
teknigi RAPD’in kullamimindaki zorluklar1 asmak i¢in gelistirilmistir. Ayrica, SCoT
markorlerinin yiiksek ¢oziiniirliik giliciine sahip oldugu ve bu nedenle RAPD gibi diger yaygin
markdrlere gore daha yiiksek polimorfizmler gosterdigi arastirmacilar tarafindan rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda basit, kolay uygulanabilir, ucuz ve dominant/kodominant bir markor
sistemi olmasi nedeniyle SCoT markdr yontemi bir¢ok c¢aligmada yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir (Xia et al. 2016). SCoT markor teknigi, hedeflenen gen bolgelerinin PCR
araciligiyla ¢ogaltilmasi ve standart agaroz jel elektroforeziyle elde edilen PCR fragmentlerin
goriintiilenmesine dayanmaktadir (Collard and Mackill, 2009; Luo et al. 2010; Nair et al. 2016;
Zhang et al. 2015). Dahasi, SCoT markorleri, genetik gesitlilik ve polimorfizm ¢alismalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Que et al. 2014; Zhang et al. 2015; Etminan et al. 2018).

SCoT markor teknigi, ilk olarak geltikte (Oryza sativa) kullanilmis ve basarili sonuglar
elde edilmistir (Collard and Mackill 2009). Bu calismadan sonra, bu markor gesitli bitki
tiirlerinde kullanilmaya baglamistir. Luo et al. (2010) yer fistig1 ve mango tiirlerinde; Al-
qurainy et al. (2015) hurmada; Rajesh et al. (2015) hindistan cevizinde; Etminan et al. (2016)
bugdayda; genetik cesitlilik analizi i¢in SCoT markorlerini kullanmiglardir. SCoT markorleri
ayrica, popiilasyon analizinde, soy belirlemede (Satya et al. 2015) ve polimorfizm analizinde
de (Que et al. 2014) kullanilmigtir. Ayn1 zamanda, fasulyede SCoT markorii, direngli bitki

karakterizasyon analizi i¢in de kullanilmistir (Makunja 2020).

Giines (2021), Glimiigshane ilinden toplanan yerel fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
genotiplerinde genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in SCoT ve SSR markor sistemlerinden

faydalanmistir. Her iki markor analizi sonuglarina gore fasulye genotipleri arasinda yiiksek
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genetik cesitliligin belirlendigini rapor etmistir. Yine Muz (Musa spp.)’da genetik gesitlilik
tizerine yapilan farkli bir ¢alismada (Igwe et al. 2022), ISSR ve SCoT markoérleri kullanilmustir.
Calisma sonucunda, tiire 6zgii genetik gesitlilik, tiirler aras1 genetik cesitlilik, gen farklilasma

katsayist tespit edilmistir.

SCoT markor teknigi yine bazi bitkilerde somaklonal varyasyonun belirlenmesinde
basartyla kullanilmigtir.  Antony et al. (2015) Dendrobium Bobby Messina’da
kriyoprezervasyon yontemi ile muhafaza edilen protokormlarda somaklonal varyasyonun
tanimlanmasi i¢in TRAP ve SCoT markorlerini kullanmiglardir. Dort adet SCoT primerinin
(S26, S32, S33 ve S36), hem kriyoprezervasyon hem de kriyoprezervasyon ile muhaza
edilmeyen protokormlarda polimorfizm gostermistir. Arastirma sonucunda, TRAP ve SCoT
DNA markérlerinin, kriyoprezervasyonun ardindan rejenere protokormlarin somaklonal

varyasyonlarinin potansiyel oranin1 degerlendirmek icin etkili bir arag¢ oldugu bildirilmistir.

Bhattacharyya et al. (2017a) yaptiklar1 bir ¢alismada, Ansellia africana’da in vitro
mikrocogaltim yoluyla elde edilen rejenere bitkilerdeki olusmasi muhtemel somaklonal
varyasyonu tespit etmek igin SCoT teknigini kullanmiglardir. Calisma sonucunda elde edilen
bitkilerde somaklonal varyasyonun meydana geldigini tespit etmislerdir. Bhattacharyya et al.
(2017b) Rumex nepalensis’te hem direkt hem de indirekt somatik embryogenesis yoluyla elde
edilen bitkilerin genetik kararliligini SCoT ve RAPD teknikleri ile belirlemislerdir. Arastirma
sonucunda RAPD tekniginin, daha diisiik derecede genetik varyasyon tespit etmesine ragmen,
SCoT markoriiniin nispeten daha yiiksek derecede genetik degiskenligi tespit edebildigi ve
boylece geleneksel molekiiler markorlere gore etkinligi kanitlanmistir. Diger taraftan, Singh
and Agrawal (2023), Rumex hastatus in vitro sartlarda elde ettikleri rejenere bitkilerin genetik
kararliklarint SRAP ve SCoT markorleri ile analiz etmislerdir. Mevcut ¢alismada kullanilan
SCoT ve SRAP molekiiler markorlerinin in vitro yetistirilen bitkilerde genetik varyasyonu

tespit etmede oldukga tekrarlanabilir, glivenilir ve verimli oldugunu bildirmislerdir.

Muthukumar et al. (2016), Helicteres isora’da in vitro gogaltimda organogenesis
yoluyla elde edilen bitkilerde SCoT yontemi kullanarak somaklonal varyasyonu
incelemislerdir. Calisma sonucunda rejenere bitkilerden herhangi bir varyasyonun

gozlemlenemedigini bildirmislerdir.

Sathish et al. (2018), seker kamiginin olgunlagmamis yaprak eksplantlarindan in vitro
mikrogogaltim yoluyla bitki rejenerasyonu iizerine poliamin uygulayarak, rejenere bitkilerden
SCoT markorleri ile somaklonal varyasyon analizi iizerine c¢alisma yapmislardir. Calisma

sonucunda, rejenere bitkilerde herhangi bir genetik varyasyon olmadigini bildirmislerdir.
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Kudikala et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tibbi 6neme sahip olan Annona
reticulata bitkisinde etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro bitki rejenerasyon protokolii
gelistirilmistir. Arastirmada, rejenerasyon protokoliin somaklonal varyasyon bakimindan
degerlendirilmesi icin SCoT ve ISSR olmak tizere iki farkli teknik kullanilmistir. On adet SCoT
ve ISSR primerinin kullanildig1 arastirmada, SCoT-9 ve ISSR-4 primerlerinde belirgin DNA

bantlar1 elde edilmistir.

Tikendra et al. (2021b), Dendrobium fimbriatum bitkisinde BBD’lerin in vitro
rejenerasyonuna olan etkilerini degerlendirmis ve etkili ¢ogaltim teknigi gelistirmislerdir.
Aragtirmada, rejenere bitkilerin genetik kararliligin1 belirlemek i¢cin RAPD, ISSR ve SCoT
markdr sistemlerinden faydalanilmistir. BBD igeren ortamda iiretilen rejenere bitkilerin,
herhangi bir BBD igermeyen bazal ortamda yetistirilenlere gére %100 monomorfizm gosterdigi
bildirilmistir. Arastirma sonucunda, rejenere bitkilerde en yiiksek polimorfizm oranin SCoT

markoriinde tespit edildigi kaydedilmistir.

Attia et al. (2022) yaptiklar1 bir ¢alismada mikrogogaltilan incir fidelerinde, SCoT,
DNA barkodlama-kloroplast geni RNA polimeraz 1 (rpoC1 dizileme) ve toplam protein profil
analiz (SDS-PAGE) tekniklerini kullanarak somaklonal varyasyonu belirlemek igin
kullanmislardir. Kullanilan 10 SCoT primerinde toplam 135 bant elde edilmis ve polimorfizm
orani %18,4 olarak belirlenmistir. Arastirma sonucunda, SCoT, DNA barkodlama ve protein
profil analizinin mikrogogaltilan incir fidelerinde genetik homojenligi tespit etmede etkili

oldugu bildirilmistir.

Mamgain et al. (2022), Tylophora indica (Burm.f.) Merrill., bitkisinde in vitro direkt ve
indirekt somatik embriyogenesis ile meydana gelen rejenere bitkilerin genetik kararliligini
SCoT molekiiler kullanilarak degerlendirmiglerdir. SCoT markér analizi sonuglarina gore, ana
bitkiyle benzerlik gosteren yiiksek oranda monomorfik bantlarin (%94) meydana geldigi ve

somaklonal varyasyon belirlemede SCoT markoriiniin kullanilabilecegi bildirilmistir.

Gawronski and Dyduch-Sieminska (2022), indirekt organogenesis yoluyla Scutellaria
baicalensis’te rejenere bitkilerin elde edilmesi i¢in bir protokol gelistirmisler ve SCoT markorii
kullanarak rejenere bitkilerin somaklonal varyasyonu degerlendirilmistir. Indirekt
organogenesis yoluyla elde edilen bitkiciklerin analizi sonucunda 11 adet SCoT primerinin

toplamda 130 bant iirettigi ve bunlarin 45’inin polimorfik oldugu belirlenmistir.

Ismail et al. (2022), Withania somnifera bitkisinde in vitro rejenere bitki fidelerinin
genetik kararliligmin belirlenmek igin SCoT, SRAP ve DNA barkodlama tekniklerini

kullanilmiglardir. SCoT primerlerinin her biri i¢in ortalama 11 bant olmak iizere toplam 132
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bant trettigi ve SCoT verileri kullanilarak olusturulan filogenetik agagla incelenen bitki

ornekleri arasinda genetik ¢esitliligi ortaya koyulmustur.

Shalan et al. (2023), Hemerocallis fulva bitkilerinin in vitro ¢ogaltilmasiyla elde edilen
somaklonal varyasyonun belirlenmesinin ticari dlgekte cogaltma i¢in uygun mikrogogaltma
protokolii ve biiylime diizenleyicilerini belirlemek acisindan 6nemli  oldugunu
vurgulamiglardir. Arastirmacilar, rejenere bitkilerde genetik kararliligt SCoT markorleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, rejenere bitkilerin ana bitkiden
kaynakli genetik biitiinligiinii biliyliik 6l¢iide korudugu ve SCoT markdriiniin somaklonal

varyasyonu belirlemede kullanabilecegi bildirilmistir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal
Bitki materyali

Bu ¢alisma kapsaminda bitki materyali olarak kullanilan i1skin (Rheum ribes L.)

bitkisine ait tohumlar Erzurum ili Karayaz1 ilgesinde bulunan Degirmenkaya koyii
(39°26'26.6"N 42°09'55.7"E) (rakim 2450 m) mevkinden dogadan toplanmustir (Sekil 7).

| T i

Sekil 7. Iskin tohumlarin toplanmasi
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Kullanilan cihaz ve aletler

Arastirmada kullanilan cihazlar ve aletler ile markalar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Arastirmada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Malzeme Markasi

Otoklav WiseClave WAC-47

pH Metre Ohaus Starter 3000

Hassas Terazi Electronic Balance BL-320 H
Steril Kabin Hedlab X-Pro EN 14175

Iklimlendirme Dolabi
Isitmali Manyetik Karistiric
Destile Su Cihazi

Derin Dondurucu (-80 °C)
Buzdolabi (2-8°C)

Derin Dondurucu (-20 °C)
Elektroforez Tanki (Yatay)
Elektroforez Akim Saglayici
Kar Uretme Makinesi

Jel Goriintiileme Sistemi
Mikrodalga Firin

PCR

Santrifiij

Su Banyosu

NanoDrop Spektrofotometre
Mini Santrifiij

Mikroskop Leica

Kuru Hava Sterilizatorii
Tezgah Ustii Blok Isitict

Sanyo CFC Free Versatile
Heidolph MR-Hei Standart
Milipore

Argelik 2395 CNMY
NUAIRE

Ugur

Thermo

Thermo

Scotsman, AF-80

PopBio Vii-F Floresans
Arcelik, MD 891 1
Thermo Scientific 5020
Beckman Coulter Allegra X-30R
Memmert WB-14

Thermo Multiskan Go
Labnet C1301

Leica ICC50 W

Memmert UN55
Thermo-Shaker TS-100C

In vitro Kiiltiir ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Temel besi ortami

Mikrogogaltim uygulamalarinda temel besi ortami olarak Murashige and Skoog (1962)

(MS) ortami kullanilmistir. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda ticari olarak satin alinan hazir MS

ortami (Sigma M5524) (4,4 g/l) kullanilmistir. Bu ortamin kimyasal igerigi ve miktarlar1 Tablo

3’te listelenmistir.
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Tablo 3. MS Temel Besi Ortamiin Kimyasal igerigi ve Miktarlari

Kimyasal Bilesenler Miktar1 (mg/l)
MS makro elementleri

NHsNO3 1650
KNO;3 1900
CaCl,.2H>0 440
MgSQO..7H20 370
KH2PO4 170
CaCl; 332,20
MgSQO, 180,7
MS mikro elementleri

MnSQO4.4H,0 22,30
MnSQO4 16,90
HsBO; 6,20
Kl 0,83
Naz:NoO4.2H,0 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
ZnS0,4.7H,0 8,60
Na;,EDTA.2H,0 37,26
FeS0O,.7H.0 27,8
MS vitaminler

Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Tiamin-HCI 0,1
Glisin 2

MS ortamina ek olarak kullanilan kimyasallar

In vitro kiiltiir ortamlarinda MS temel besi ortamina ilave olarak kullanilan kimyasallar

ve miktarlart asagida verilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. MS Ortamina Ilave Olarak Kullanilan Kimyasal ve Miktarlar

Kullanilan kimyasal Miktar

Agar 7 g/l

MES Hidrat (2-(N-Morfolino) etan siilfonik asit hidrat) 1,95 g/l
Siikroz 30 g/l

PVP (Polivinilpirolidon) 0,7 mg/l

IAA (indol-3-Asetik Asit) 0,0 —2,0 mg/l
2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) 0.0-4,0 mg/l
IBA (indol-3-Biitirik Asit) 0,0-2,0 mg/l
NAA (1-Naftaleneasetik asit) 0,0 -2,0 mg/l
BAP (6-Benzilaminopurin) 0,0 -6,0 mg/l
KIN (Kinetin) 0,0 - 6,0 mg/Il
TDZ (Tidiazuron) 0,0 -2,0 mg/l
GAZ3 (Giberellik asit) 0,0 -2,0 mg/l
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Sterilizasyon islemlerinde kullanilan kimyasallar

Arastirmada sterilizasyonda %5°lik sodyum hipoklorit (NaOCl), %70’lik etil alkol (EtOH) ve
TWEEN® 20 kullanilmistir.

Somaklonal varyasyon belirlemede kullanilan materyaller

DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez islemlerinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Arastirmada DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez islemlerinde kullanilan kimyasallar

asagida verilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. DNA Izolasyonu, PCR ve Elektroforez Islemlerinde Kullanilan Kimyasallar

DNA izolasyonu

1M Tris-HCI

0.5 M EDTA PH=0,8

5 M NacCl

3 M Sodyum Asetat (PH=5,2)

1X TE Buffer

10X TE Buffer

DNA ekstraksiyon tamponu (CTAB)

10 M Amonyum Asetat

Kloroform: Izoamil alkol (Fluka, 25666)
%70’lik Etil Alkol

2-propanol (izopropanol) (Sigma, 19516)
Riboniikleaz (RNaz) (Sigma R6513)
Proteinaz K (Sigma, P2308)

PCR ve elektroforez islemleri

Primer (10 uM/uL)

Taq DNA Master Mix (2X) (APQ-A0402)
Kalip DNA (10 ng/uL)

Ultra Saf Su

0,5X TBE tamponu

10X TBE tamponu

6x Loading buffer

Agaroz

Somaklonal varyasyon belirlenmesinde kullanilan SCoT primer dizileri

Arasgtirmada rejenere bitkilerin genetik kararliklar1t SCoT markor teknigi ile belirlenmis

olup, bu amagcla kullanilan primerlerin dizileri ve Tm (°C) sicakliklar1 Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. Somaklonal Varyasyon Belirlenmede Kullanilan SCoT Primerleri

Primer Adi  Primer dizileri (5°-3") Tm (°C)
SCoT-1 CAACAATGGCTACCACCA 59.5
SCoT-2 CAACAATGGCTACCACCC 59.5
SCoT-4 CAACAATGGCTACCACCT 57.6
SCoT-5 CAACAATGGCTACCACGA 57.6
SCoT-6 CAACAATGGCTACCACGC 59
SCoT-8 CAACAATGGCTACCACGT 54.8
SCoT-10 CAACAATGGCTACCAGCC 56
SCoT-12 ACGACATGGCGACCAACG 59.5
SCoT-13 ACGACATGGCGACCATCG 59.5
SCoT-17 ACCATGGCTACCACCGAG 60
SCoT-18 ACCATGGCTACCACCGCC 60
SCoT-21 ACGACATGGCGACCCACA 61
SCoT-22 AACCATGGCTACCACCAC 56
SCoT-23 CACCATGGCTACCACCAG 61
SCoT-24 CACCATGGCTACCACCAT 58
SCoT-25 ACCATGGCTACCACCGGG 58.9
SCoT-26 ACCATGGCTACCACCGTC 60.6
SCoT-27 ACCATGGCTACCACCGTG 57.3
SCoT-28 CCATGGCTACCACCGCCA 61.6
SCoT-29 CCATGGCTACCACCGGCC 62.1
SCoT-30 CCATGGCTACCACCGGCG 63
SCoT-32 CCATGGCTACCACCGCAC 61.2
SCoT-33 CCATGGCTACCACCGCAG 60.7
SCoT-34 ACCATGGCTACCACCGCA 58
SCoT-35 CATGGCTACCACCGGCCC 63
SCoT-36 GCAACAATGGCTACCACC 56
SCoT-37 CAATGGCTACCACTAGCC 56
SCoT-38 CAATGGCTACCACTAACG 54
SCoT-39 CAATGGCTACCACTAGCG 56
SCoT-40 CAATGGCTACCACTACAG 54

Yontem
Mikrocogaltim Calismasinda kullanilan cozeltilerin hazirlanmisi
Sterilizasyon islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

%70 lik Etil alkol: 700 ml %100’liik etil alkol alinarak toplam hacim saf su kullanilarak 1000
ml’ye tamamlanmaistir.

%1 ’lik Sodyum hipoklorit: %5 oraninda NaOCI (sodyum hipoklorit) igeren ticari Ace® marka
camagir suyundan 200 ml alimmis ve toplam hacim saf su kullanilarak 1000 ml’ye

tamamlanmuistir.
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Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanisi

Kiiltlir ortamlariin hazirlanmast igin ilk olarak BBD stok soliisyonlart hazirlanmistir.
BBD hazirlamada kullanilan ¢oziicii ve seyreltici olarak kullanilan kimyasallarin yani sira ve

bu stok soliisyonlarin saklama sicakliklar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. BBD’lerin (1 mg/ml) Soliisyonlarinin Hazirlanmasinda Coziicii ve Seyreltici Olarak

Kullanilan Kimyasallar ile Saklama Sicakliklar1

BBD Coziicii Seyreltici Saklama
2,4-D Etil alkol Su +4°C
IAA Etil alkol Su -0°C
NAA 1IN NaOH Su +4°C
BAP 1N NaOH Su +4°C
KIN 1N NaOH Su -0°C
TDZ Dimetil Su +4°C
IBA Etil alkol Su -0°C
GA3 Etil alkol Su +4°C

Arastirmada kullanilan BBD’ler Img/1 ml stok ¢dzelti olarak hazirlanmistir. Bu
kimyasallarin hazirlanisi asagida verilmistir.

2,4-D: 10 mg 2,4-D’ye 0,5 ml EtOH damlatilarak ¢ozdiiriilerek toplam hacim saf su
kullanilarak 10 ml’ye tamamlanmigtir. Bu BBD her kullanimda taze olarak hazirlanmistir.

IAA: 50 mg [AA’ya 1 ml EtOH damlatilarak ¢ozdiiriilerek toplam hacim saf su
kullanilarak 50 ml’ye tamamlanmistir. -20°C’de muhafaza edilmistir.

NAA: 50 mg NAA’ya 1 ml IN NaOH damlatilarak ¢ozdiirtilerek toplam hacim saf su
kullanilarak 50 ml’ye tamamlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.

BAP: 50 mg BAP’a 1 ml 1IN NaOH eklenerek ¢ozdiiriilerek toplam hacim saf su
kullanilarak 50 ml’ye tamamlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.

KIN: 50 mg KIN’a 1 ml 1IN NaOH damlatilarak ¢ozdiiriilerek toplam hacim saf su
kullanilarak 50 ml’ye tamamlanmistir. -20°C’de muhafaza edilmistir.

TDZ: 50 mg TDZ’ye 1 ml Dimetil siilfoksit damlatilarak ¢ozdiiriilerek toplam hacim

saf su kullanilarak 50 mI’ye tamamlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.

IBA: 50 mg IBA’ya 1 ml EtOH damlatilarak ¢ozdiiriilerek toplam hacim saf su

kullanilarak 50 ml’ye tamamlanmistir. -20°C’de muhafaza edilmistir.

GA3: 50 mg GA3’e 1 ml EtOH damlatilarak ¢ozdiiriilerek toplam hacim saf su

kullanilarak 50 ml’ye tamamlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Mikrogogaltim ortamlarinin hazirlanigi

Mikrogogaltim ortaminin hazirlanmasi i¢in agsagidaki adimlar sirasiyla uygulanmistir:

1.
2.
3.

[lk olarak, 1 litrelik bir beherin icine 350 ml saf su eklenmistir.

Ardindan, siikroz (30 g/l) ve MES hidrat (1,95 g/l) ilave edilmistir.

Eklenen kimyasallar manyetik karistirict tamamen ¢oziindiiginde, 1N NaOH
sollisyonu ile pH=5,8"¢ ayarlanmistir.

Hazirlanan ¢6zelti, dereceli silindire aktarilmis ve hacim saf su kullanilarak 950
ml’ye tamamlanmistir.

Jel yapict madde olarak 7 g/l agar igeren erlene dokiilmiis ve otoklavda 20 dakika
boyunca 105 kPa basingta 121°C’de sterilizasyon iglemine tabi tutulmustur.
Otoklavdan sonra, 1s1ya duyarli maddeler ilave edilmistir. Bu amagla, 100 ml’lik bir
beherde MS temel besi ortami (4,4 g/l) ve deneme planina gore uygun kimyasal
Tablo 7°de belirtilen miktarlarda eklenmis saf su kullanilarak hacim 50 ml’ye
tamamlanarak ve karigtirllmistir. Bu soliisyon, 0,22 um poroziteli seliiloz nitrat
filtrelerden gecirilerek steril edilmis ve 50°C’ye kadar sogutulan otoklavlanmis

ortama ilave edilmistir.

Somaklonal varyasyon belirlemesinde kullanilan ¢ozeltiler

DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler

Arastirmada DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi asagida verilmistir.

1M Tris-HCI (1000 ml, pH = 8,0)

121,1 g Tris-base 700 ml saf suda ¢6zdiiriilmiis ardindan 42,0 ml konsantre HCI (%37,2-

12,1 M) eklenmis ve son hacim 1000 ml’ye saf su ile tamamlanarak otoklavlanmstir.

0.5 M EDTA (1000 ml, PH=8,0)

136,1 g EDTA 800 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve devaminda 20,0 g NaOH ilave

edilerek, pH:8,0’a ayarlanmistir. Ardindan son hacim saf su kullanilarak 1000 ml’ye

tamamlanarak otoklavlanmistir.

5 M NaCl (500 ml)

146,1 g NaCl, 450 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve toplam hacim 500 ml’ye saf su ile

tamamlanmis ve otoklavlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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10X TE Buffer (1000 ml)

880 ml saf su igerisine 20,0 ml 0,5 M EDTA eklenmis ve ardindan 100 ml 1 M Tris-
HCI eklenerek pH=8,0’a ayarlanmis ve 1000 ml’ye saf su kullanilarak tamamlanmustir.

1X TE Buffer (1000 ml)

1 X TE Buffer hazirlamak i¢in 10X TE Buffer’dan 100 ml alinmis ve toplam hacim 1000
ml’ye saf su kullanilarak tamamlamistir. (DNA o6rnekleri 1X TE Buffer ile ¢ozdiiriilmiistiir)

3 M Sodyum Asetat (100 ml, pH =5,2)

40,8 g sodyum Asetat 80 ml saf suya ¢ozdiiriilmiis ve pH = 5,2 oluncaya kadar glasiyel
asetik asit (GAA) eklenerek karigtirllmistir. Ardindan, toplam hacim 100 ml’ye saf su
kullanilarak tamamlanmuistir.

10 M Amonyum Asetat

77,0 g amonyum asetat 800 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve son hacim 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan stok soliisyon +4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 ml)

1,0 g toz CTAB (setil trimetil amonyum bromiir) 20,0 ml saf su iginde isitilarak
¢Ozdiriilmiis ve lizerine 0,5 g (%0,1) sodyum bisiilfit ilave edilerek ¢ozdiirtilmiistiir. Céziinen
soliisyon iizerine 14 ml NaCl (5 M), 5,0 ml Tris-HCI (1 M), 2,0 ml EDTA (0.5 M) ve 0,1 ml
(%0,2) B-merkaptoetanol eklenmis son hacim 50 ml’ye saf su ile tamamlanmaistir.

Riboniikleaz (RNaz) (10 mg/ml)

100 mg riboniikleaz 10,0 ml saf suda ¢ozdiiriilmiistiir.

Proteinaz K (10 mg/ml)

100 mg proteinaz K 10,0 ml saf su yardimiyla ¢ozdiirtilmiistiir.

PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler
10X TBE tamponu:

108,0 g Tris-base ve 55,0 g Borik asit 700 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve ¢ozeltiye
40,0 ml 0,5 M EDTA eklenip son hacim 1000 ml’ye saf su ile tamamlanmastir.

0,5X TBE tamponu:

50,0 ml 10X TBE’den alinarak 950 ml saf su kullanilarak 1000 ml’ye tamamlanmustir.
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Mikroc¢ogaltim Asamasi
Calismada kullanilan alet ve ortam sterilizasyonu

Calismada kullanilan aletler (pens, bistiiri, makas vb.) otoklav yardimiyla steril
edilmistir. Yine ¢alismada kullanilan steril kabin i¢i %70’lik etil alkol ile silinmis canl1 bitki
materyali hari¢ kullanilan tiim aletler %70’lik etil alkolden gecirilip steril kabin igine
yerlestirilmistir. Ardindan g¢alismaya baglamadan en az 20 dakika boyunca UV lambasi
calistinlmistir. Ayn1 zamanda caligsma aninda bisturi, pens gibi aletler her seferinde etil alkole

(%99,5) daldirilip alevden gegirilerek steril edilmistir.

Tohumlarin hazirlanmasi

Iskin tohumlart sterilizasyon isleminde kullanilan kimyasallarin tohuma niifuzunu
engelleyebilecek genis kanatli bir yapiya sahiptir. Bu nedenle sterilizasyon islemi dncesinde

tohum kanatlar1 embriyoya zarar vermeden elle ¢ikarilmistir (Sekil 8) (Akin et al. 2019).
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Sekil 8. Tohumlarin hazirlanmasi

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

[lk olarak 1skin tohumlar1 10 dakika boyunca musluk suyu altinda ytkanmistir. Ardindan
steril kabin i¢ine alinarak %70’lik etil alkolde 1 dakika siireyle karistirllmis ve 3 kere
otoklavlanmig steril saf su kullanilarak durulanmistir. Daha sonra igine tohumlar 2-3 damla
Tween-20 damlatilmis %5°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika boyunca manyetik
kanigtiricida  karigtirllmis  (Sekil 9) ve durulanincaya kadar saf sudan gecirilmistir.

Sterilizasyondan sonra tohumlar distile saf su iginde +4°C’de 24 saat bekletilmistir.
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Sekil 9. Tohumlarn sterilizasyonu

Besin ortamzi ve diger bilegenlerin sterilizasyonu

MS besi ortamlari, 121°C’de 105 kPa basingta 15 dk siireyle otoklavlanarak, yiiksek
sicaklikta bozulabilen diger bilesenler (BBD, vitamin vb.) ise 0,22 um poroziteli seliiloz nitrat

filtrelerden gegirilerek steril edilmistir.

In vitro tohum ve embriyo ¢imlendirme

Sterilizasyonu yapilmis tohumlarin olgunlagsmis embriyolari, steril kabin i¢inde pens ve
bistiiri yardimiyla embriyoya zarar vermeden ¢ikartilmistir. Daha sonra tam tohum ve embriyo
eksplantlar1 (Sekil 10) %2 Murashige ve Skoog (MS), (1962) temel besi ortami, 30 g/l siikroz,
1,95 mg/l MES hidrat, 7 g/l agar, GA3 ve IBA igeren 8 farkli ortamda ¢imlendirilmek (Tablo
8) amaciyla 25+1C°’de 16:8 saat fotoperiyotta 14 giin boyunca kiiltiire alinmistir.
Cimlendirmede kullanilan ortamlar 1gkin (Rheum ribes) ve Rheum tiirlerinde yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda belirlenmis ve modifiye edilmistir (Tuncer ve Giinsan, 2017; Khan et al.

2022; Singh and Chaturvedi 2022; Tuncer 2021).
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Sekil 10. In vitro ¢imlendirmede kullanilan tohum ve embriyo eksplantlart

Tablo 8. Cimlendirme Denemelerinde Kullanilan Besi Ortamlari

GA3 IBA

MS (mgl/l) (mg/l)
MS 0,0 0,0
MS 0,0 1,0
MS 1,75 0,0
MS 1,75 1,0
2 MS 0,0 0,0
> MS 0,0 1,0
> MS 1,75 0,0
2 MS 1,75 1,0

Mikrog¢ogaltim asamalarimin uygulanisi

Calismada mikrocogaltim iki asamada yiiriitiilmistiir. Bu asamalar asagida sirasiyla
aciklanmustir.

Birinci asama

Birinci agamada olgun tohumdan temin edilen embriyo ekseni eksplanti ile in vitro
sartlarda ¢imlendirilen embriyo eksplantindan elde edilen 7 giinliik fidelerden alinan kotiledon
ve hipokotil eksplantlar1 farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ve miktarlarini iceren ortam ile

kiiltiir sartlarindan olusan 36 farkli yontemde kiiltiire alinmistir (Sekil 11 ve 12).
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Sekil 11. Birinci agsamada kullanilan eksplantlar (A) Embriyo ekseni, (B) Kotiledon, (C)
Hipokotil.

Sekil 12. Eksplantlarin kiiltiir edilmesi

Bu ¢alismada uygulanan yontemler, 1skin (Rheum ribes) ve Rheum cinsine ait diger
Rheum tiirlerinde ¢esitli arastirmacilar tarafindan kullanilan yontemler esas alinarak belirlenmis
ve modifiye edilmistir (Farzami Sepehr and Ghorbanli 2005; Malik et al. 2010; Wang et al.
2011; Kozak and Salata 2011; Rashid et al. 2014; Mun and Mun 2016; Tuncer and Giinsan
2017; Tabin et al. 2018; Wojtania and Mieszczakowska-Frac 2021; Tuncer 2021; Khan et al.
2022; Singh and Chaturvedi 2022). Bu yontemlerde MS temel besi ortami, 30 g/l siikroz, 7 g/l
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agar+ 1,95 g/l MES hidrat ve 0,7 mg/l PVP’ye ilave olarak kullanilan BBD’leri Tablo 9’da
verilmistir. 1- 29 nolu yontemlerde eksplantlar, karanlikta ve 254+1°C sicaklikta 14 giin boyunca
kiiltiire alinmistir. 14. giiniin sonunda ise 16 saat fotoperiyotta (32 umol/m2s) 25+1°C’de ayni1
ortamda 21 giin siireyle alt kiiltiire alinmistir. 30-36 nolu yontemler ise 35 giin siireyle
karanlikta ve 25+1°C sicaklikta 14 gilin boyunca kiiltiire alinmistir. Bu yontemlerde eksplantlar
15. Giinde ayn1 ortamda alt kiiltiire alinmistir. Bu asamada her petri kab1 bir tekerriir olarak
kabul edilmis ve her petri kabina 10 adet eksplant ekilmistir. Ayrica bu agsama tam sansa bagli

deneme planina gore 4 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Tablo 9. 1. Asamada Kullanilan Ydntemlerin Ortam Igerigi

Yontem BDD Kombinasyonu (mg/l)
1 1.0 NAA
2 2.0 NAA
3 1.0 BAP
4 2.0 BAP
5 3.0 BAP
6 1.0 KIN
7 2.0 KIN
8 3.0KIN
9 2.0 BAP + 1.0 KIN + 0.5 TDZ + 1.0 GA3
10 2.0 BAP + 0.5 NAA
11 3.0 BAP + 2.0 NAA
12 3.0 BAP + 1.0 NAA
13 3.0 BAP + 0.2 NAA + 1.0 GA3
14 4.0 BAP + 0.2 NAA+1.0 GA3
15 5.0 BAP+0.2 NAA+1.0 GA3
16 6.0 BAP+0.2 NAA+1.0 GA3
17 3.0 KIN + 1.0 NAA
18 3.0KIN +0.2 NAA + 1.0 GA3
19 4.0 KIN + 2.0 NAA
20 4.0 KIN + 0.2 NAA + 1.0 GA3
21 5.0 KIN + 0.2 NAA + 1.0 GA3
22 6.0 KIN + 0.2 NAA + 1.0 GA3
23 4.0BAP +1.02,4-D
24 5.0 BAP +2.02,4-D
25 2.0 BAP + 1.0 IBA
26 3.0 BAP + 2.0 IBA
27 3.0BAP + 1.0 IBA
28 3.0BAP +0.5IBA
29 2.0KIN +1.0 IBA
30 0.5BAP +0.5KIN +1.02,4-D
31 1.0 BAP +1.02,4-D
32 1.0 BAP +2.02,4-D
33 2.0BAP +1.02,4-D
34 2.0 BAP +2.02,4-D
35 2.0KIN +2.02,4-D
36 1.0 BAP + 1.0 KIN+1.0 2,4-D
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Ikinci asama

Birinci asamada embriyo ekseni, hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan 30 nolu
yontemde 14. giinde elde edilen kalluslar [embriyo ekseni kaynakli kallus (E-kallus), hipokotil
kaynakli kallus (H-kallus) ve kotiledon kaynakli kallus (K-kallus)] bu asamada eksplant olarak
kullanilmistir. Bu asamada uygulanan ortamlar (Tablo 10), iskin (Rheum ribes) ve Rheum
cinsine ait diger Rheum tiirlerinde ¢esitli arastirmacilar tarafindan kullanilan yontemler esas
alinarak belirlenmis ve modifiye edilmistir (Rashid et al. 2014; Mun and Mun 2016; Tuncer ve
Giinsan, 2017; Tabin et al. 2018; Tuncer 2021; Wojtania and Mieszczakowska-Frac, 2021;
Khan et al. 2022; Singh and Chaturvedi 2022).

Bu ortamlarda MS temel besi ortami, 30 g/l siikroz, 7 g/l agar+ 1,95 g/l MES hidrat ve
0,7 mg/l PVP’ye ilave olarak kullanilan BBD’ler Tablo 10°da verilmistir. Eksplantlar,
karanlikta ve 25+1°C sicaklikta 14 giin boyunca kiiltlire alinmistir. 14. giiniin sonunda ise 16

saat fotoperiyotta (32 pmol/m?s) 25+1°C’de ayn1 ortamda 21 giin siireyle alt kiiltiire almmustir.

Tablo 10. Mikrogogaltimin 2.Asamasinda Kullanilan Ortamlardaki BBD Kombinasyonu

Ortam  BBD kombinasyonu mg/l
1 2,0 BAP +0,5TDZ
2,0 BAP + 0,2 NAA + 1,0 GA3
2,0 BAP + 0,1 IAA + 1,0 GA3
2,0 BAP + 0,1 NAA+ 0,1 IAA
2,0 BAP + 2,0 KIN + 0,2 NAA + 1,0 GA3
2,0 BAP + 2,0 KIN + 1,0 GA3
3,0BAP+0,1KIN+0,11AA
2,0 BAP + 1,0 IBA

O NOoO Ok Wi

Siirgiinlerin koklendirilmesi

Yaklasik 2-2,5 cm uzunluguna ulasan siirgiinler 1 mg/l IBA igeren 2 MS temel besi
ortami, 30 g/l siikroz, 7 g/l agar+ 1,95 g/l MES hidrat ortaminda magenta kutularinda
koklendirilmistir (Farzami Sepehr and Ghorbanli 2005).

Rejenere bitkilerin dis ortama alistirilmasi

Elde edilen bitkilerin in vitro kiiltiir ortamindan alinarak dis ortama adaptasyonu
gergeklestirilmistir. Bitkilerin kok kisimlarindan besi ortami kalintilarin1 uzaklastirmak igin
musluk suyu altinda kok kismina zarar vermeyecek sekilde yikanmistir. Kok kisimlart yikanan
bitkiler 1:1 torf ve toprak igeren kiiclik saksilara dikilerek iizerleri naylon torba ile rtiilmiis ve
saks1 altinda 4 Hoagland soliisyonuyla (Hoagland and Arnon 1950) sulanmistir. Saksilardaki
bitkiler, iklim odasinda 25+1°C’de 16 saatlik fotoperiyotta biiyiitiilmeye devam edilmistir. 1

hafta sonunda naylon torbalar, kademeli olarak delinmistir. 10 giiniin sonunda, ilk gilinlerde
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giinde 1-2 saat, daha sonra 4-5 saat ve 4 hafta sonra tamamen kaldirilarak geng bitkiler ortam

sartlaria alistirilmistir. Daha sonra aklimize edilen bitkiler saksilar1 degistirilerek dis ortama

aktartlmistir.

Arastirmada incelenen doku kiiltiirii parametreleri

Arastirmada asagida formiilleri verilen parametrelere ait veriler incelenmistir (Tiincer

ve Giirsan 2017; Farzami Seper and Ghorbanli, 2005; Malik et al. 2010; Kazak and Salata 2011;
Tabin et al 2016, 2018).

a.

Kallus olugum oran1 (KOO) (%) = (Toplam kallus sayis1 / Toplam eksplant sayis1) x
100,

Direkt organogenesis oran1 (DOO) (%) = (Direkt siirgiin veya kok olusturan eksplant
sayist / Toplam eksplant sayis1) x 100,

Indirekt organogenesis oran1 (I00) (%) = (Indirekt siirgiin veya kok olusturan eksplant
sayist / Toplam eksplant sayis1) x 100,

Direkt Somatik embriyogenesis oran1 (DSEO) (%) = (Direkt somatik embriyogenesis
olusturan eksplant sayisi / Toplam eksplant sayisi) x 100,

Indirekt Somatik embriyogenesis orani (ISEO) (%) = (Indirekt somatik embriyogenesis

olusturan eksplant sayis1 / Toplam eksplant sayis1) x 100,

Direkt organogenesis kaynakli eksplant basina bitki sayis1 (DOBS) (adet/eksplant) =
(Direkt organogenesis kaynakli bitki sayasi / Toplam eksplant sayisi)

Indirekt organogenesis kaynakli eksplant basina bitki sayis1 (IOBS) (eksplant/adet) =
(Indirekt organogenesis kaynakli bitki sayas1 / Toplam eksplant sayisi)

Direkt somatik embriyogenesis kaynakli eksplant basina bitki sayis1 (DSEBS)
(eksplant/adet) DSEBS = (Direkt somatik embriyogenesis kaynakli bitki sayasi /
Toplam eksplant sayist)

Indirekt somatik embriyogenesis kaynakli eksplant basina bitki sayisi (ISEBS)
(eksplant/adet) ISEBS = (indirekt somatik embriyogenesis kaynakl1 bitki sayasi/Toplam
eksplant sayisi)

Eksplant basina bitki sayis1 (EBBS) (eksplant/adet) EBBS = (Toplam rejenere bitki

sayist / Toplam eksplant say1si)
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Somaklonal varyasyonun belirlenmesi

Arastirmada, 1. ve 2. asamada EBBS bakimindan en yiiksek rejenere bitki sayisinin
meydana geldigi sistemlerden clde edilen bitkilerin genetik kararliliklar1 SCoT molekiiler
markor teknigi ile belirlenmistir. Aragtirmada bulk DNA Ornekleme stratejisi uygulanmistir
(Reyes-Valde's et al. 2013). Bunun igin her rejenerasyon sistemi igin her tekerriirden sansa
bagl olarak segilen 3 toplamda 12 bitkinin yapragi alinmis ve karigtirilmistir. Sivi azot
icerisinde dondurulan yaprak ornekleri DNA izalosyonu edilinceye kadar -80°C’de

depolanmustir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu asagida verilen protokole uygun olarak gergeklestirilmistir;

1. 0,3 g bitki 6rnegi tartilarak sivi azot yardimiyla havan i¢inde 6giitiilmiis ve 2 ml’lik
ependorf tiipler i¢cine alinmistir.

2. Daha sonra orneklere c¢alismadan Once hazirlanmis ve 65°C’de su banyosunda
bekletilmis 1 ml DNA ekstraksiyon tamponu eklenerek 1 saat boyunca su banyosunda
65°C’de inkiibe edilmistir. (Her 10 dakikada bir alt {ist edilmistir)

3. 1 saatin sonunda tiipler su banyosundan alinarak 10 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra her bir tiipe 750 ul kloroform:izoamil alkol eklenerek 15
dakika boyunca yavasga alt iist edilerek karistirilmis ve 14000 rpm’de ve 24°C’de 20
dakika boyunca santrifiijlenmistir.

4. Santrifiij isleminden sonra ve iist faz yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 750 pl
kloroform izoamil alkol eklenmis ve 14000 rpm’de ve 4°C’de 20 dakika boyunca
santrifiij yapilmistir.

5. Ardindan iist faz yeni bir tiipe aktarilmis ve {lizerine 2,5 ul RNaz (10 mg/ml) ve 8 pl
proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 45 dakika boyunca 37°C’de bekletilmistir.

6. DNA c¢okeltisi elde etmek i¢in her tiipe 100 pul amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat
(3M) ve hacmin iki buguk kat1 kadar -20°C’de muhafaza edilen izopropanol eklenmis
ve 14000 rpm’de ve 4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij yapilmis ve st faz atilmistir.

7. Ardindan, 37°C’de 15 dakika boyunca kurutulduktan 100 pl 1xTE tamponu eklenerek
¢Ozdiirilmiistiir.

8. Elde edilen DNA ornekleri kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

40



SCoT analizi

Calismada Kullanilan SCoT Primerlerin Hazirlanist:

Calismada 30 adet SCoT primeri kullanilmistir (Xia et al. 2014). SCoT primerleri
yapilan literatiir arastirmalar1 ile belirlenmistir (Collard and Mackill 2009). SCoT primer
dizilimleri Tablo 6’da gosterilmistir. Kullanilan primerler iiretici firmanin talimatlar1 esas
alinarak 100 uM olacak sekilde sulandirilmis ve stok primer hazirlanmistir. Ardindan, uygun

hesaplamalar yapilarak 1 pM konsantrasyonda c¢aligsma soliisyonlar1 hazirlanmastir.

SCoT-PCR isleminin uygulanmasi
SCoT analizi Tablo 11°de verilen PCR islemi ve PCR sartlarina uygun olarak
gerceklestirilmistir (Sekil 13).

Tablo 11. SCoT PCR Bilesenleri, Miktarlar1 ve PCR Sartlar1

PCR bileseni Miktar
Tagq DNA Master Mix (2X) 8,0 ul
Primer (10 uM/pL) : 1,0 ul
Ultra saf su : 5,0 ul
Kalip DNA (10 ng/uL) : 1,0 ul
Toplam 3 15 ul
PCR Sartlan

On ayrisma : 95°C 5 dk.
Ayrisma : 94°C 1dk
Baglanma : 54-63°C  1dk 40 Dongti
Uzama X 72°C 1,5 dk.
Final uzama X 72°C 10 dk.
Bekletme X +4°C o0

Sekil 13. PCR isleminin hazirlanig1 ve uygulanmasi.

Elektroforez islemi
150 ml 1X TBE igeren erlene 1,5 g agaroz eklenmis mikrodalgada 4 dakika boyunca

¢Ozdirilmiistiir. Ardindan 5 pl etidyum bromiir (EtBr) eklenerek karistirilmis ve dnceden
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hazirlanan jel tankina dokiilmiistiir. Jelin donmasinin ardindan elde edilen SCoT PCR
iiriinlerinden 10 uL alinarak 3 puL 6x loadin buffer karistirilip kuyucuklara yiiklenmistir. Ik
kuyucuga DNA ladder yiiklenmistir. Jel 70 voltta 1,5 saat yiiriitiilmiistiir (Sekil 14).

Sekil 14. Jel Elektroforez isleminin uygulanmasi.

Istatistiksel Analizler

Arastirmanin 1.asamada incelenen parametrelere ait veriler 3 (eksplant tipi) x 36 (yontem)
faktoriyel diizende, ikinci asamada incelenen parametrelere ait veriler ise 3 (eksplant tipi) x 8
(ortam) faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina gore varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklar %5 6nem seviyesinde Tukey c¢oklu karsilastirma testi

ile belirlenmistir. Istatistik analizler Minitab 19 bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir.

SCoT amplifikasyon bantlarinda Total Lab TL120 bilgisayar programi yardimiyla var (1)
veya yok (0) olacak sekilde ikili matris olusturulmustur. Elde edilen veriler NTSYSpc 2.11 paket
programiyla analiz islemine tabi tutulmustur. ikili matrislerden SIMQUAL modiilii kullanilarak
Jaccard benzerlik katsayis1 hesaplanmistir. Benzerlik katsayilarindan SAHN modiilii kullanilarak
UPGMA (aritmetik ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu) yontemiyle dendrogram
olusturulmustur. Her primer i¢in Polimorfizm bilgi icerigi (PIC), ayirt etme giicli (D) ve ¢ozme

giicii (R) online iMEC yazilimu ile belirlenmistir (Amiryousefi et al. 2018).
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada, Rheum ribes (iskin)’te farkli eksplantlardan somatik embriyogenesis
ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro mikrogogaltim sistemi
belirlenmistir. Yine arastirmada, in vitro sartlarda olugsmasi muhtemel somaklonal varyasyonlar
dikkate almnarak, in vitro rejenere bitkilerin genetik kararliliklart SCoT markdr teknigi
kullanilarak tespit edilmistir. Mikrogogaltim calismalar1 iki asamada yiiriitilmiistiir. Birinci
asamada olgun tohumdan temin edilen embriyo ekseni eksplanti ile in vitro sartlarda
cimlendirilen embriyo eksplantindan elde edilen 7 giinliik fidelerden alinan kotiledon ve
hipokotil eksplantlari farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ve miktarlarini iceren ortam ile kiiltiir
sartlarindan olusan 36 farkli yontemde kiiltiire alinmustir. Ikinci asamada ise, birinci asamada
tiim eksplantlarda en iyi kallus olusumunun meydana geldigi ortam ve kiiltiir sartindan elde
edilen (30 nolu yontem) embriyo ekseni, kotiledon ve hipokotil kaynakli kalluslar eksplant
olarak kullanilmis ve bu eksplantlar 8 farkli ortamda kiiltiire alinmistir. Her iki agsama sonunda
rejenerasyon etkinligi bakimindan en iyi olan sistemler belirlenmis (15 adet) ve bu sistemlerde
meydana gelen rejenere bitkilerin genetik kararliligi 20 adet SCoT primeri kullanilarak tespit

edilmistir. Bu aragtirmada elde edilen bulgular asagida ayrintili olarak agiklanmuistir.

Mikrog¢ogaltim
Birinci asama
In vitro ¢cimlendirme

Cimlenme orani ve ¢imlenme stiresi lizerine farkl gligteki temel besi ortam1 (MS veya
¥ MS) ile GA3 (0 ve 1,75 mg/l) ve IBA (0,0 ve 1,0 mg/l)’nin farkli konsantrasyonlarindan
olusan ortamin ve ¢imlendirme i¢in kullanilan eksplantin (tohum ve embriyo) ana etkileri ile
bunlarin interaksiyonunun etkisi énemli (p<0,01) bulunmustur (Tablo 12). Cimlenme orani
bakimindan embriyolar (%69,38) tohuma gore (%54,38) daha yiiksek bir ¢imlenme oranina
sahip olmustur. Ortamin ana etkisi bakimindan, en yiiksek ¢imlenme %88,75 ile 2 MS + 1,75
mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA igeren ortamda meydana gelmistir. Eksplantlarin ¢imlenme oraninin
ortamlara gore degismesi eksplant X ortam interaksiyon etkisinin énemli (p<0,01) ¢ikmasina
neden olmustur. Embryo eksplantinin ¢imlenme oran1 %47,50 ile %100,0 arasinda degisirken,
tohum eksplantinin ¢imlenme orani %27,50 ile %77,50 arasinda degisim gostermistir (Tablo

12, Sekil 15). Her iki eksplantta da (tohum icin %77,5 ve embriyo i¢in %100) en yiiksek
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¢imlenme orant 2 MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortaminda tespit edilmistir. Diger
taraftan, her iki eksplanta da en diisiik ¢imlenme BBD igirmeyen MS ortaminda meydana
gelmistir (Tablo 12).

Ortalama ¢imlenme siiresi bakimindan embriyolar (7,47 giin) tohuma gore (10,16 giin)
daha kisa siirede ¢imlenmistir. Eksplantin ortalamasina gére en kisa siirede ¢cimlenme 6,75 giin
ile Y2 MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortaminda ger¢eklesmistir. Eksplantlarin ortalama
¢imlenme siiresi ortam igerigine gore degismis ve ExO interaksiyonu onemli (p<0,01)
bulunmustur (Tablo 12). Ortalamalara gore, tohum eksplantinin ortalama ¢imlenme stiresi 7,25-
13,75 giin arasinda degisirken, embriyo eksplantinda bu siiresinin 6,25-8,75 giin arasinda
oldugu belirlenmistir. Her iki eksplantta da (tohum i¢in 7,25 giin ve embriyo i¢in 6,5 giin) en
kisa ¢imlenme siiresi yine %2 MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortaminda tespit edilmistir.
Bu sonuglara gore 2 MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortaminda embriyodan olusan
bitkilerin kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 mikrogogaltimin 1. agsamasinda eksplant olarak

kullanilmistir (Sekil 15).

Tablo 12. Tohum ve Embriyo Eksplantlarinin Farkli Ortamlara Gére Cimlenme Orani (%) ve
Ortalama Cimlenme Siireleri (giin)?.

Ortam Cimlenme orani (%) Ortalama cimlenme siiresi (giin)
MS g 2y Tohum  Embriyo Ortalama Tohum  Embriyo Ortalama
(mg/1) (ma/l)
MS 0,0 0,0 27,50¢ 47,50¢ 37,50¢ 13,752 8,75% 11,252
MS 0,0 1,0 40,00¢ 60,004 50,00¢ 12,25° 8,002 10,13°
MS 1,75 0,0 52,50¢ 52,50% 52,50¢ 11,00¢ 7,25¢e 9,13¢
MS 1,75 1,0 67,50% 70,00¢ 68,75° 10,25 7,00¢de 8,63
> MS 0,0 0,0 57,50 52,50% 55,00¢ 9,75¢ 8,50% 9,13¢
> MS 0,0 1,0 60,00 80,00° 70,00° 9,25¢ 7,500¢d 8,38¢
Y2 MS 1,75 0,0 52,50° 92,502 72,50P 7,75° 6,50% 7,138
> MS 1,75 1,0 77,502 100,002 88,752 7,25¢ 6,25¢ 6,75¢
Ortalama 54,388 69,384 10,164 7,478
F degeri (Eksplant -E) - - 230,40** - - 528,29**
F degeri (Ortam-O) 51,33** 124,43**  133,03**  86,84** 14,84** 79,35**
F degeri (ExO) - - 15,63** - - 22,33**
VK (%) 7,96 5,09 4,61 6,26

. Ayni siitunda ayni kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir. (p>0,05)
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Sekil 15. Tohum ve embriyo eksplantlarinda in vitro ¢imlenme A: Tohum ile MS + 0 mg/l GA3
+ 0 mg/l IBA, B: Embriyo ile Y2 MS + 1,75 mg/l GA3 + 1 mg/l IBA, C: Tohum ile MS + 0 mg/I
GA3 + 1 mg/l IBA, D: Embriyo ile 2 MS + 1,75 mg/l GA3 + 0 mg/l IBA.

Kallus olusum orant (KOO%)

Eksplantlar ve yontemlere bagli olarak farkli yapida ve renkte kallus olusumlari
gozlenmistir. Genel olarak yesil ve agik yesil kalluslarda somatik embriyogenesis ve
organogenesisin meydana geldigi gdzlemlenmistir. Ote yandan, sar1, beyaz renkli ve sulu yapili
kalluslar gevsek ve yumusak goriiniimiinde oldugu; kirmizi renkli kalluslarin ise canli olmadigi

tespit edilmistir (Tablo 13, Sekil 16).

Arastirmada, ti¢ farkli eksplant tipi (embriyo ekseni, hipokotil ve kotiledon) ile 36 farkli
yontemin kallus olusumu tizerindeki etkileri karsilastirilmis ve KOO f{izerine eksplant tipinin,
yontemin ve bunlarin interaksiyonunun etkisinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir
(Tablo 13).
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Eksplantin ana etkisi degerlendirildiginde, ortalama KOO orani, kotiledon i¢in %73,3,
hipokotil i¢in %72,9 ve embriyo ekseni i¢in %67,2 olarak bulunmustur. KOO bakimindan
kotiledon ile hipokotil arasindaki fark istatistiksel olarak 6dnemsiz olurken, bu eksplantlarla
embriyo ekseni arasindaki fark 6nemli (p<0,01) olmustur. Eksplantlarin ortalamasina gore en
yiiksek ortalama kallus olusumu orant %100,0 ile 30 nolu yontemde ve en diisiik ortalama
kallus olusumu oran1 %35,0 ile 12 nolu yontemde gozlenmistir. Eksplantlarin kallus olusum
oranlarinin yonteme gore degisim gostermesi EXY interaksiyonun énemli (p<0,01) ¢ikmasina
neden olmustur. Yontemlere gore embriyo eksplantinin kallus olusum orant %17,5 ile %100
arasinda, hipokotil eksplantinin %25,0 ile %100,0 arasinda ve kotiledon eksplantinin ise %42,5
ile %100 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 13). Tiim eksplantlarda en ytiksek
kallus olusumu %100 ile 30 nolu yontemde belirlenirken, en diisiik kallus olusum orani ise

embriyo ekseninde 12 nolu yontem’de %17,5 olarak tespit edilmistir (Tablo 13).

Tablo 13. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gére KOO (%) ve Renklerit

KOO % Kallus rengi
Yontem Eer:w(ggri})i/o Hipokotil Kotiledon  Ortalama E;P(l;)gri])i/o Hipokotil ~ Kotiledon

1 45,0 57,57 55,0 52,54 AS B AS
2 35,0k 45,01 67,597 49,2!m AS S S
3 32,5% 42,51 47,5m 40,8™ AK S AK
4 65,0%" 55,09" 57,5 59,21k S AS AS
5 52,5N 67,599 70,0 63,3 B Y AY
6 62,51 25,0k 42,5 43,3mn KR KR Y
7 57,59 35,0 52,5KIm 48,3'm B AS AS
8 52,5M 55,09 57,5t 55,00k B S B
9 87,5%¢ 85,0%¢ 77,599 83,3¢f S S S
10 65,05 85,0%¢ 82,5¢f 77,51 AS B AS
11 57,59 62,5 62,5M« 60,81l K AKR KR
12 17,5 45,01 42,5m 35,0" AY B AY
13 92,5% 92,5% 87,5%4 90,8 AK AY

14 87,5 85,02b¢ 95,0 89,20¢ AS AS B
15 92,5% 87,58b¢ 92,5%¢ 90,8« B B AS
16 75,0¢f 95,0% 87,5%4 85,8°" K K Y
17 72,5%f 75,0 67,597 71,79 AS AS AS
18 65,0%" 85,0%¢ 62,5M« 70,89 S S S
19 55,097 67,599 67,591 63,3" B B B
20 77,5%% 82,50 85,00 81,7¢f AK B AS
21 85,00 92,5% 67,591 81,7¢f S AS S
22 72,5%f 95,0% 87,54 85,00 Y AY AY
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Tablo 13. (Devami)

23 75,0¢f 85,0%¢ 72,58" 77,5% AS AS B
24 65,0°" 57,5%¢ 62,5M« 61,71 B B AS
25 75,0¢f 95,0% 85,00 85,00f S S B
26 42,5k 47,5N 57,5" 49,2'm AS B B
27 45,01k 75,0 65,09% 61,71 B AS AS
28 67,51 87,5%¢ 92,53¢ 82,5%f AS AY AY
29 65,0°" 75,0 72,58N 70,89 S K S
30 100,02 100,02 100,02 100,02 AY Y AY
31 75,0¢f 72,5% 85,00 77,5% B KR B
32 55,09 82,50 65,09% 67,5M KR S KR
33 72,5%f 62,55 95,0% 77,5% AS AS AS
34 95,0% 97,5% 92,58bc 95,0% B S S
35 95,0% 87,5 92,58b¢ 91,730 Y AY
36 85,00 82,5bcd 87,524 85,00 AS B B
Ortalama 67,28 72,9% 73,34

F degeri (Eksplant-E) s - - 60,35%*

F degeri (Yontem-Y) 52,44** 48,23** 42,17**  120,27**

F degeri (ExY) - - - 11,66**

VK (%) 7,73 7,69 6,63

1. Aym siitunda aym kii¢iik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemsizdir
(p>0,05). B: Beyaz, Y: Yesil, AY: Acik Yesil, S: Sari, AS: Ac¢ik Sari, K: kirmizi, AK: Ag¢ik Kirmizi, K: Kirmizi, KR:
Kahverengi, AKR: Agik Kahverengi
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H-4.Y6ntem

H-5.Y6ntem

K-11.Yontem E-12.Yontem

K-16.Yontem

H-17.Yontem K-18.Yontem E-19.Yontem H-20.Y6ntem

Sekil 16. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen kalluslarin goriiniimii (Eksplant-
Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Y6ntem numaralarinin agiklamalari
Tablo 9°da verilmistir.
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K-22.Yontem E-23.Yontem

H-25.Yontem H-26.Yontem

H-29.Y6ntem H-30.Yo6ntem K-31.Yontem E-32.Yontem

H-35.Yontem K-36.Yontem

E-30.Yontem H-30.Yo6ntem K-30.Yontem

Sekil 16. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen kalluslarin goriiniimi (Eksplant-
Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Ydntem numaralarinin agiklamalari
Tablo 9’da verilmistir. (Devami)
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Organogenesis orant (%)

Direkt organogenesis orant (DOO) (%), kullanilan eksplantlarin kallus olusturmadan
direkt siirgiin veya kok olusturma yeteneginin bir dl¢iisiidiir. Aragtirmada, eksplant tipinin ana
etkisi onemli (p<0,01) bulunmustur. Yontemlerin ortalamasina gore eksplantlarin DOO
degerlendirildiginde, en yiiksek DOO %]12,6 ile embriyo ekseninde elde edilirken bunu
sirastyla %38,8 ile hipokotil ve %8,2 ile kotiledon eksplantlar1 izlemistir (Tablo 14). DOO
bakimindan yontemler arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak onemli (p<0,01) oldugu
tespit edilmistir (Tablo 14). Yontemlerin 23 tanesinde (1, 2, 3, 5,6, 7, 8,9, 11, 16, 17, 18, 19,
23, 24, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 36 nolu yontemler) direkt organogenesis meydana
gelmemis, meydana gelen yontemlerin DOO ise %10,0 (14 nolu yontem) ile %59,2 (13 nolu
yontem) arasinda degismistir (Tablo 14, Sekil 17).

Eksplantlarin DOO yonteme gore degisim gostermesi ExY interaksiyonun onemli
(p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 14). Her ii¢ eksplant tipinde de 23 yontemde (1, 2,
3,5,6,7,8,9,11, 16,17, 18, 19, 23, 24, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 36 nolu yontemler) direkt
organogenesis meydana gelmemistir. Direkt organogenesis meydana gelen yontemlere gore
embriyo ekseni icin DOO %10,0 (29 nolu yontem) ile %97,5 (12 nolu yontem) arasinda,
hipokotil i¢in %10,0 (4, 15 ve 27 nolu yontemler) ile %50,0 (13 ve 25 nolu yontemler) ve
kotiledon i¢in %10,0 (4, 10, 15, 27, 28 ve 29 nolu yontemler) ile %47,5 (13 nolu yontem)
arasinda degisim gostermistir (Tablo 14, Sekil 17).
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Tablo 14. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gére DOO (%)!

DOO (%)
Yontem Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,0 0,0f 0,0f 0,0
2 0,0 0,0 0,0f 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0
4 20,0f 10,0¢ 10,0¢ 13,3f
5 0,0 0,0 0,0f 0,0
6 0,0 0,0f 0,0f 0,0
7 0,0 0,0 0,0 0,0
8 0,0 0,0f 0,0f 0,0
9 0,0 0,0f 0,0f 0,0
10 30,0¢ 27,5° 10,0¢ 22,58
11 0,0 0,0f 0,0f 0,0
12 97,52 30,0 20,0¢ 49,2°
13 80,0° 50,02 47,57 59,22
14 0,0 0,0 30,0¢ 10,09
15 20,0f 10,0¢ 10,0¢ 13,3f
16 0,0" 0,0f 0,0f 0,0"
17 0,0 0,0 0,0f 0,0
18 0,0" 0,0f 0,0f 0,0"
19 0,0 0,0 0,0f 0,0
20 40,04 30,0 40,0° 36,7¢
21 30,0¢ 20,0¢ 20,0¢ 23,3¢
22 17,5f 30,0 37,5 28,34
23 0,0 0,0f 0,01 0,0
24 0,0 0,0 0,0f 0,0
25 60,0° 50,02 40,0° 49,2°
26 0,0 0,0f 0,0f 0,0"
27 20,0 10,0¢ 10,0¢ 13,3f
28 30,0¢ 32,50 10,0¢ 24,2¢
29 10,09 20,0¢ 10,0¢ 13,3f
30 0,0 0,0f 0,0f 0,0"
31 0,0 0,0f 0,0 0,0
32 0,0 0,0f 0,0 0,0
33 0,0 0,0f 0,0f 0,0"
34 0,0 0,0f 0,0 0,0
35 0,0 0,0f 0,0f 0,0"
36 0,0 0,0f 0,0f 0,0
Ortalama 12,64 8,88 8,2¢
F degeri (Eksplant-E) - - - 514,43**
F degeri (Yontem-Y) 1617,89** 415,19** 555,03** 1991,36**
F degeri (ExY) - - - 202,48**
VK (%) 9,37 13,19 14,16 -

. Ayni siitunda ayni kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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H-20.Y6ntem

K-10 .Yéntem

H-29.Yontem

E-13.Yontem H-12.Yontem

H-13.Yontem

K-25.Yontem

b &

H-27.Y 6ntem E-13.Yontem H-29.Y6ntem K-10.Yo6ntem

Sekil 17. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen direkt organogenesis olusumu
(Eksplant-Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Y6ntem numaralarinin
aciklamalar1 Tablo 9°da verilmistir.
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H-4.Y 6ntem

K-21.Yontem

H-20.Yontem H-25.Yontem

H-10.Yontem

K-13.Yontem K-29.Yéntem H-13.Yontem H-25.Yéntem

Sekil 17. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen direkt organogenesis olusumu
(Eksplant-Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yontem numaralarinin
aciklamalar1 Tablo 9’da verilmistir (Devami)

Indirekt organogenesis oran1 (I00%), eksplant kaynakli kallustan siirgiin veya kok
olusturma yeteneginin bir dl¢ilisiidiir. Arastirmada, eksplant tipinin ana etkisi dnemli (p<0,01)
bulunmustur (Tablo 15). Kotiledonda elde edilen I0O’nun (%7,4) diger iki eksplanttan (%6,6)
daha yiiksek ve aralarindaki farkin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 15).
Aragtirmada, 14 yontemde (1, 4, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 23, 24, 26, 29, 31 ve 34 nolu yontemler)
indirekt organogenesis meydana gelmemis, meydana gelen ydntemlerin 100 ise %3,3 (13, 19
ve 33 nolu yontemler) ile %26,7 (36 nolu yontem) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 15,
Sekil 18). Embriyo ekseninde 22 yontemde (1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 21, 22, 23,
24, 25,26, 27,29, 31 ve 34 nolu yontemler), hipokotil eksplantinda 21 yontemde (1, 2, 3, 4, 6,
8, 10, 11, 12, 14, 17, 20, 21, 23, 24, 26, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu yontemler) ve kotiledon
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eksplantinda ise 20 yontemde (1, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 23, 24, 26, 29, 31, 32, 33
ve 34 nolu yontemler) indirekt organogenesis meydana gelmemistir (Tablo 15). Embriyo
ekseninde indirekt organogenesisin meydana geldigi yontemlerin {00 %10,0 (5, 9, 20, 30, 33
ve 35 nolu yontemler) ile %30,0 (32 ve 36 nolu yontemler) arasindadir. Bu oran, hipokotilde
%10,0 (7, 9, 13, 15, 18, 19, 25, 28 ve 35 nolu yontemler) ile %30,0 (16 nolu yontem) ve
kotiledonda %10,0 (9, 16, 21, 22, 25, 27, 30 ve 35 nolu yontemler) ile %30,0 (2, 7 ve 36 nolu
yontemler) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 15, Sekil 18).

Tablo 15. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gore 00 (%)*

100 (%)
Yontem Embriyo ekseni Hipokaotil Kotiledon Ortalama
1 0,0° 0,0¢ 0,0¢ 0,0’
2 0,0° 0,0¢ 30,02 10,0
3 20,0° 0,0¢ 0,0¢ 6,79
4 0,0° 0,0¢ 0,0¢ 0,0
5 10,0¢ 20,0P 0,0¢ 10,0
6 0,0° 0,0° 20,0° 6,79
7 20,00 10,04 30,02 20,0°
8 0,0° 0,0 0,0¢ 0,0
9 10,04 10,04 10,04 10,0
10 0,0° 0,0¢ 0,0¢ 0,0
11 0,0° 0,0 0,0¢ 0,0
12 0,0° 0,0 0,0¢ 0,0
13 0,0¢ 10,0¢ 0,0¢ 3,3"
14 0,0° 0,0¢ 0,0¢ 0,0
15 17,5¢ 10,0¢ 20,0° 15,8¢
16 20,0° 30,02 10,0¢ 20,0°
17 0,0° 0,0 0,0¢ 0,0
18 20,0° 10,04 20,0° 16,7¢
19 0,0° 10,04 0,0¢ 3,3"
20 10,0¢ 17,5 17,5¢ 15,09
21 0,0° 0,0 10,04 3,3"
22 0,0° 20,0° 10,04 10,0
23 0,0¢ 0,0¢ 0,0¢ 0,0
24 0,0¢ 0,0¢ 0,0¢ 0,0
25 0,0¢ 10,0¢ 10,0¢ 6,79
26 0,0¢ 0,0¢ 0,0¢ 0,0
27 0,0¢ 20,0P 10,0¢ 10,0
28 20,0° 10,04 20,0° 16,7¢
29 0,0° 0,0 0,0¢ 0,0’
30 10,0¢ 20,0° 10,04 13,3¢
31 0,0° 0,0° 0,0¢ 0,0’
32 30,0 0,0° 0,0¢ 10,0
33 10,0¢ 0,0° 0,0¢ 3,3"
34 0,0¢ 0,0¢ 0,0¢ 0,0
35 10,0¢ 10,0¢ 10,0¢ 10,0
36 30,0 20,0P 30,02 26,72
Ortalama 6,68 6,68 7,44
F degeri (Eksplant-E) - - - 48,00**
F degeri (Yontem-Y) 516,66** 417,91** 562,60** 936,26**
F degeri (ExY) - - - 280,46**
VK (%) 12,63 12,63 11,21 -

L:Ayni siitunda aym kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki farklar
6nemsizdir (p>0,05).
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E-32.Yontem H-36.Yontem H-16.Yontem

—

K-7.Yo6ntem

K-20.Y®éntem  K-35.Yéntem E-7.Yéntem K-36.Yontem

Sekil 18. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen indirekt organogenesis olusumu
(Eksplant-Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yontem numaralarinin
aciklamalar1 Tablo 9°da verilmistir.

Somatik embriyogenesis orant (%)

Direkt somatik embriyogenesis oran1 (DSEO%), kullanilan eksplantlarin kallus
olusturmadan direkt somatik embriyolar olusturma yeteneginin bir Ol¢iisiidiir. Arastirmada,
direkt somatik embriyogenesis lizerine eksplant tipinin ana etkisi 6nemli (p<0,01) bulunmustur
(Tablo 16). Yontemlerin ortalamasina gore eksplantlarin DSEO degerlendirildiginde, en yiiksek
DSEO %40,0 ile hipokotilde elde edilmis, bunu sirastyla %39,4 ile kotiledon ve %34,0 ile
embriyo ekseni eksplantlari izlemistir (Tablo 16, Sekil 19). DSEO bakimindan kotiledon ile
hipokotil arasindaki fark istatistiksel olarak onemsiz olurken, bu eksplantlarla embriyo ekseni
arasindaki farkin onemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 16). Diger taraftan DSEO

bakimindan yontemler arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) oldugu
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tespit edilmistir (Tablo 16). Yontemlerin 3 tanesinde (1, 2, ve 36 nolu yontemler) direkt somatik
embriyogenesis meydana gelmemis, meydana gelen yontemlerin DSEO ise %8,3 (3 nolu

yontem) ile %64,2 (23, 33 ve 34 nolu yontemler) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 16,
Sekil 19).

Eksplantlarin DSEO yonteme gore degisim gostermesi EXY interaksiyonun Onemli
(p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 16). Embriyo ekseninde 6 yontemde (1, 2, 12, 17,
30 ve 36 nolu yontemler), hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan ise 3 yontemde (1, 2 ve 36
nolu yontemler) direkt somatik embriyogenesis meydana gelmemistir (Tablo 16). Embriyo
ekseninde direkt somatik embriyogenesisin meydana geldigi yontemlerin DSEO %10,0 (3 ve
28 nolu yontemler) ile %75,0 (23 nolu yontem) arasindadir. Bu oran, hipokotilde %5,0 (3 nolu
yontem) ile %67,5 (17 ve 33 nolu yontemler) ve kotiledonda %10,0 (3 ve 30 nolu yontemler)
ile %85,0 (34 nolu yontem) arasinda degisim gostermistir (Tablo 16, Sekil 19).
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Tablo 16. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gére DSEO (%)*

DSEO (%)
Yoéntem Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,0 0,0' 0,0 0,0¢
2 0,0 0,0 0,07 0,09
3 10,0M 5,0' 10,0mn 8,3°
4 37,5 45,0%" 52,5¢f 45,0°"
5 47,50 52,50f 47,549 49,2¢f
6 20,0 20,0 17,5 19,2°
7 52,5% 55,0%f 37,591 48,399
8 37,50 42,5 45,09 41,791
9 52,5% 55,0%f 57,50 55,0bcd
10 35,01 47,599 55,0 45,8%"
11 20,0 20,0 17,5 19,2°
12 0,0 60,04 47,599 35,8k
13 20,0M 22,5¥ 40,0 27,5™
14 57,5 65,0% 42,5%" 55,0bcd
15 37,5°1 55,0%f 32,5k 41,79
16 45,00%f 37,591 52,5¢f 45,08
17 0,0 67,5° 52,5¢f 40,0k
18 SIS 55,08 55,00 55,80¢
19 67,5 62,5%¢ 45,0%" 58,32
20 30,09" 32,5k 22,5KIm 28,3™
21 35,0 30,01k 32,5k 32,5m
22 57,5%¢ 27,5k 27,5 37,5
23 75,02 55,08 OEAoRC 64,22
24 47 50 45,0%" 47,599 46,75
25 37,5¢7 30,01k 25,0 30,8m
26 35,0 42,5 47,549 41,791
27 20,0M 37,591 425" 33,3Km
28 10,01 22,5¥ 32,5k 21,7
29 52,5% 55,0%f 65,0 57,5%
30 0,0/ 22,5¥ 10,0™ 10,8p
31 37,5°1 50,0%¢ 45,0%" 44,2
32 35,01 42,5 47,5%9 41,79
33 57,5b¢ 67,5 67,5° 64,2°
34 52,5% 55,0%f 85,0° 64,22
35 45,00%f 57,5%¢ 52,5¢f 51,7b¢
36 0,0 0,0' 0,07 0,0¢
Ortalama 34,08 40,0% 39,44
F degeri (Eksplant-E) - - - 72,04%*
F degeri (Yontem-Y) 103,56** 66,53** 65,80** 184,82**
F degeri (ExY) - - - 21,94**
VK (%) 11,74 12,18 12,39

L:Ayni siitunda aym kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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K—9.Y6nt_em E-29.Yo6ntem K-34.Yontem

b

K-33.Yontem K-14.Yontem

R

Py

E-23.Yontem H-36.Yontem

&

E-19.YOntem H-14.Yontem K-32.Yontem

E-17.Yontem H-34.Y 6ntem K-10.Yontem K-6.Y6ntem

Sekil 19. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen direkt somatik embriyogenesis
olusumu (Eksplant-Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yontem
numaralariin agiklamalart Tablo 9’da verilmistir.
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K-34.Yontem H-31.Yontem H-19.Yo6ntem

e A

H-33.Yontem K-29.Yontem E-10.Yontem . H-8.Yontem

Sekil 19. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen direkt somatik embriyogenesis
olusumu (Eksplant-Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yontem
numaralarinin agiklamalar1 Tablo 9’da verilmistir (Devami)

Indirekt somatik embriyogenesis oran1 (ISEO%), eksplant kaynakli kallustan somatik
embriyolar olusturma yeteneginin bir &lgiisiidiir. Arastirmada, ISEO bakimindan eksplant
tipleri arasindaki farkin énemli (p<0,01) oldugu bulunmustur. En yiiksek ISEO %15,3 ile
hipokotilde elde edilirken bunu sirasiyla %14,7 ile kotiledon ve %12,2 ile embriyo ekseni
eksplantlar1 izlemistir (Tablo 17). ISEO bakimindan yéntemler arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 17, Sekil 20). Yontemlerin
2 tanesinde (32 ve 34 nolu yontemler) indirekt somatik embriyogenesis meydana gelmemis,
meydana gelen yontemlerin ISEO ise %3,3 (8 ve 12 nolu yontemler) ile %47,5 (30 nolu
yontem) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 17).

Eksplantlarin indirekt somatik embriyogenesis olusumlari yonteme gore degisim
gostermesi EXY interaksiyonun onemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 17).
Embriyo ekseninde 16 yontemde (6, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 32 ve 34
nolu yontemler), hipokotil eksplantinda 7 yontemde (1, 6, 8, 24, 25, 32 ve 34 nolu yontemler)
ve kotiledon eksplantinda ise 12 yontemde (3, 5, 8, 12, 13, 14, 18, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu
yontemler) indirekt somatik embriyogenesis meydana gelmemistir. Dahasi, her ii¢ eksplant
tipinde 32 ve 24 nolu yontemlerde indirekt somatik embriyogenesis meydana gelmemistir
(Tablo 17). Embriyo ekseninde indirekt somatik embriyogenesisin meydana geldigi
yontemlerin ISEO %10,0 (1, 5, 8 vel5 nolu ydntemler) ile %50,0 (30 nolu yéntem) arasinda,
hipokotilde %10,0 (5, 12, 15, 17, 26, 29, 31, 33 ve 36 nolu yontemler) ile %42,5 (30 nolu
yontem) ve kotiledonda %10,0 (7, 19, 22 ve 26 nolu yontemler) ile %50 (30 nolu yontem)
arasinda gerceklesmistir (Tablo 17, Sekil 20).
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Tablo 17. Eksplant Tiplerinin Yontemlere Gére ISEO (%)*

ISEO (%)
Yontem Embriyo ekseni Hipokaotil Kotiledon Ortalama
1 10,0¢ 0,0¢ 20,0 10,00
2 20,0¢ 20,0¢ 20,0 20,04
3 20,0¢ 30,0° 0,0f 16,7¢f
4 20,0¢ 20,0¢ 30,0° 23,3¢
5 10,0¢ 10,04 0,0f 6,71
6 0,0f 0,0° 20,0% 6,7i
7 20,0¢ 20,0¢ 10,0¢ 16,7¢f
8 10,0¢ 0,0¢ 0,0f 3,3
9 20,0¢ 22,5° 17,54 20,04
10 0,0f 20,0¢ 20,0 13,39
11 0,0f 37,52 20,0 19,2¢f
12 0,0f 10,04 0,0f 3,3k
13 0,0f 17,5¢ 0,0f 5,8ik
14 0,0f 20,0¢ 0,0f 6,71
15 10,0¢ 10,04 20,0 13,39
16 20,0¢ 20,0¢ 22,5° 20,8«
17 0,0f 10,04 20,0 10,0"
18 20,0¢ 22,5° 0,0f 14,21
19 0,0f 20,0¢ 10,0¢ 10,0"
20 17,5¢ 20,0¢ 20,0 19,24
21 20,0¢ 30,0° 30,0° 26,7°
22 0,0f 17,5¢ 10,0¢ g, 2N
23 0,0f 22,5° 20,0 14,21
24 0,0f 0,0¢ 30,0° 10,0"
25 0,0f 0,0¢ 20,0 6,71
26 0,0f 10,04 10,0¢ 6,71
27 0,0f 20,0¢ 30,0° 16,7¢f
28 20,0¢ 20,0¢ 30,0° 23,3¢
29 30,0¢ 10,04 0,0f 13,39
30 50,02 42,52 50,02 47,52
31 32,5¢ 10,04 0,0f 14,21
32 0,0f 0,0¢ 0,0f 0,0'
33 30,0¢ 10,0¢ 0,0f 13,39
34 0,0f 0,0¢ 0,0f 0,0'
35 20,0¢ 20,0¢ 30,0° 23,3¢
36 40,0° 10,04 20,0 23,3¢
Ortalama 12,2¢ 15,3~ 14,78
F degeri (Eksplant-E) - - - 154,64**
F degeri (Yontem-Y) 517,14** 93,20** 469,83** 386,25**
F degeri (EXY ) - - - 165,02**
VK (%) 9,60 14,38 8,12

1 Aym siitunda aymi kiigiik harfle ve aym satirda aym bilyiik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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H-11.Yontem

K-17.Yontem

&

H-21.Yo6ntem

&y

E-30.Yontem H-30.Yontem K-35.Yontem E-36.Yontem

Sekil 20. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen indirekt somatik embriyogenesis
olusumu (Eksplant-Yontem) K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yontem
numaralarmin agiklamalar1 Tablo 9’da verilmistir.
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Bitki rejenerasyonu

Direkt organogenesis kaynakli eksplant basina bitki sayis1 (DOBS) (adet/eksplant),
direkt organogenesisten meydana gelen bitkiler arasindan rejenerasyon siirecini basariyla
tamamlayan bitkilerin sayisinin, toplam kullanilan eksplant sayisina bdéliinmesinden elde
edilmistir. Arastirmada, DOBS {izerine eksplant tipinin ana etkisinin istatistiksel olarak 6nemli
(p<0,01) oldugu belirlenmistir (Tablo 18). Yontemlerin ortalamasina goére, en yiiksek DOBS
0,133 ile embriyo ekseninden elde edilirken bunu sirastyla 0,092 ile hipokotil ve 0,082 ile
kotiledon eksplantlar1 izlemistir (Tablo 18, Sekil 21). Diger taraftan, yontemler arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak onemli (p<0,01) bulunmustur (Tablo 18). Yontemlerin 23
tanesinde (1, 2, 3,5, 6, 7, 8, 9, 11, 16, 17, 18, 19, 23, 24, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 36 nolu
yontemler) direkt organogenesis meydana gelmedigi icin bitki olusumu goézlenmemis, bitki
olusumunun gozlendigi yontemlerin DOBS ise 0,10 (14 nolu yontem) ile 0,65 (13 nolu yontem)

arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 18).

Eksplantlarin DOBS yonteme gore farklilik gostermesi EXY interaksiyonun onemli
(p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 18). Her ii¢ eksplant tipinde de 23 yontemde (1, 2,
3,5,6,7,8,9,11,16,17, 18, 19, 23, 24, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 36 nolu yontemler) direkt
organogenesis kaynakli bitki olusumu meydana gelmemistir. Direkt organogenesis kaynakl
bitki olusumunun gozlendigi yontemlere gore embriyo ekseni i¢cin DOBS 0,10 (29 nolu yontem)
ile 1,08 (12 nolu yontem) arasinda, hipokotil i¢in 0,10 (4, 15 ve 27 nolu yontemler) ile 0,60 (25
nolu yontem) ve kotiledon i¢in 0,10 (4, 10, 15, 27, 28 ve 29 nolu yontemler) ile 0,50 (13 nolu

yontem) arasinda degisim gostermistir (Tablo 18).
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Tablo 18. Eksplant Tiplerinin Y&ntemlere Gore DOBS (adet/eksplant)®

DOBS (adet/eksplant)

Yontem - - - - -
Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,00" 0,009 0,008 0,00
2 0,00" 0,009 0,009 0,00"
3 0,00" 0,009 0,009 0,00
4 0,20f 0,10f 0,10f 0,13
5 0,00" 0,009 0,009 0,00"
6 0,00" 0,009 0,008 0,00
7 0,00" 0,009 0,009 0,00"
8 0,00" 0,009 0,008 0,00
9 0,00" 0,009 0,008 0,00
10 0,30¢ 0,28¢ 0,10f 0,23¢
11 0,00" 0,009 0,008 0,00
12 1,082 0,30 0,20° 0,53°
13 0,95° 0,50° 0,50% 0,652
14 0,00" 0,009 0,30¢ 0,108
15 0,20 0,10f 0,10f 0,13
16 0,00 0,008 0,008 0,00"
17 0,00" 0,009 0,009 0,00"
18 0,00" 0,008 0,008 0,00"
19 0,00" 0,009 0,009 0,00"
20 0,40¢ 0,30« 0,40° 0,37¢
21 0,30¢ 0,20¢ 0,20¢ 0,23¢
22 0,20 0,30 0,38° 0,28¢
23 0,00 0,008 0,008 0,00"
24 0,00" 0,009 0,009 0,00"
25 0,60° 0,602 0,40° 0,53°
26 0,00" 0,008 0,008 0,00"
27 0,20 0,10f 0,10f 0,13
28 0,30¢ 0,33° 0,10 0,24¢
29 0,108 0,20¢ 0,10f 0,13
30 0,00" 0,008 0,008 0,00"
31 0,00" 0,009 0,009 0,00"
32 0,00" 0,009 0,009 0,00"
33 0,00" 0,008 0,008 0,00"
34 0,00" 0,009 0,009 0,00"
35 0,00" 0,008 0,008 0,00"
36 0,00" 0,009 0,009 0,00"
Ortalama 0,133* 0,0928 0,082¢
F degeri (Eksplant-E) - - - 505,44**
F degeri (Yontem-Y) 649,71** 714,86** 1143,4** 1749,9**
F degeri (EXY ) - - - 203,62**
VK (%) 13,90 12,86 10,08

L:Ayni siitunda aym kiiciik harfle ve aym satirda aymi biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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Indirekt organogenesis kaynakli eksplant basma bitki sayis1 (IOBS) (adet/eksplant),
indirekt organogenesisten meydana gelen bitkiler arasindan rejenerasyon siirecini basariyla
tamamlayan bitkilerin sayisinin, toplam kullanilan eksplant sayisina boliinmesiyle elde
edilmistir. Arastirmada, IOBS iizerine eksplant tipinin ana etkisi énemli (p<0,01) olmustur
(Tablo 19). Yontemlerin ortalamasina gore eksplantlarin IOBS degerlendirildiginde, en yiiksek
IOBS 0,074 ile kotiledonda elde edilirken bunu sirasiyla 0,070 ile hipokotil ve 0,068 ile
embriyo ekseni eksplantlar1 izlemistir (Tablo 19). IOBS bakimindan embriyo eksen ile
hipokotil arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz olurken, bu eksplantlarla kotiledon
arasindaki farkin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 19). Arastirmada, 14
yontemde (1, 4, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 23, 24, 26, 29, 31 ve 34 nolu yontemler) IOBS meydana
gelmemis, meydana gelen yontemlerin IOBS ise 0,03 (19, 21 ve 33 nolu yontemler) ile 0,27
(36 nolu yontem) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 19). Embriyo ekseninde 22 yontemde
(1,2,4,6,8,10,11,12,13,14,17, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 31 ve 34 nolu yontemler),
hipokotil eksplantinda 20 yontemde (1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 21, 23, 24, 26, 29, 31,
32, 33 ve 34 nolu yontemler) ve kotiledon eksplantinda ise 20 yontemde (1, 3, 4, 5, 8, 10, 11,
12, 13, 14, 17, 19, 23, 24, 26, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu yontemler) indirekt organogenesis
kaynakl1 bitki meydana gelmemistir (Tablo 19). Embriyo ekseninde indirekt organogenesisten
bitki meydana gelen ydntemlerin IOBS 0,10 (5, 9, 30, 33 ve 35 nolu ydntemler) ile 0,30 (32 ve
36 nolu yontemler) arasinda degisirken, hipokotilde 0,10 (7, 9, 13, 15, 18, 19, 25, 28 ve 35 nolu
yontemler) ile 0,30 (16 nolu yontem) ve kotiledonda 0,10 (9, 16, 21, 22, 25, 27, 30 ve 35 nolu

[

yontemler) ile 0,30 (2, 7 ve 36 nolu yontemler) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 19).
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Tablo 19. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gére IOBS (adet/eksplant)t

IOBS (adet/eksplant)

Yontem - - - - -
Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00}
2 0,00¢ 0,00¢ 0,302 0,10}
3 0,20° 0,00¢ 0,00¢ o0,07"
4 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00}
5 0,10¢ 0,20° 0,00¢ 0,10f
6 0,00¢ 0,00¢ 0,20° o0,07"
7 0,20° 0,10¢ 0,30% 0,20°
8 0,00° 0,00¢ 0,00¢ 0,00’
9 0,10¢ 0,10¢ 0,10¢ 0,10
10 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00’
11 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,000
12 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00/
13 0,00¢ 0,20° 0,00¢ 0,07
14 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,000
15 0,18¢ 0,10¢ 0,20° 0,16¢
16 0,20° 0,302 0,10¢ 0,20°
17 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00
18 0,20° 0,10¢ 0,20° 0,17¢
19 0,00¢ 0,10¢ 0,00¢ 0,03
20 0,10¢ 0,23° 0,20° 0,18¢
21 0,00¢ 0,00¢ 0,10¢ 0,03
22 0,00¢ 0,20° 0,10¢ 0,10
23 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,000
24 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00
25 0,00¢ 0,15¢ 0,10¢ 0,08¢
26 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00
27 0,00¢ 0,20° 0,10¢ 0,10f
28 0,20° 0,10¢ 0,20° 0,17¢
29 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00
30 0,10¢ 0,20° 0,10¢ 0,13¢
31 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00/
32 0,302 0,00¢ 0,00¢ 0,10
33 0,10¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,03
34 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00/
35 0,10¢ 0,10¢ 0,10¢ 0,10
36 0,30? 0,20° 0,30% 0,272
Ortalama 0,0688 0,0708 0,0744
F degeri (Eksplant-E) - - - 12,00**
F degeri (Yontem-Y) 543,86** 194,68** 562,60** 666,27**
F degeri (ExY) - - - 207,11**
VK (%) 12,12 13,59 11,21

L. Ayni siitunda ayni kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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Direkt somatik embriyogenesis kaynakl: bitki sayis1 (DSEBS) (adet/eksplant), direkt
somatik embriyogenesisten meydana gelen bitkiler arasindan rejenerasyon siirecini basariyla
tamamlayan bitkilerin sayisinin, toplam kullanilan eksplant sayisina boliinmesiyle elde
edilmistir. Arastirmada, DSEBS iizerine eksplant tipinin ana etkisi Oonemli (p<0,01)
bulunmustur (Tablo 20). Yontemlerin ortalamasina goére eksplantlarin DSEBS’leri
degerlendirildiginde, en yiiksek DSEBS 0,404 ile hipokotilde elde edilmis, bunu sirasiyla 0,401
ile kotiledon ve 0,342 ile embriyo ekseni eksplantlari izlemistir (Tablo 20). DSEBS bakimindan
hipokotil ile kotiledon arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz olurken, bu eksplantlarla
embriyo ekseni arasindaki fark onemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 15). Diger
taraftan DSEBS bakimindan yontemler arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak onemli
(p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 20). Yontemlerin 3 tanesinde (1, 2 ve 36 nolu
yontemler) direkt somatik embriyogenesis meydana gelmedigi i¢in bitki olusumu
gbzlenmemis, bitki olusumunun gozlendigi yontemlerin DSEBS ise 0,08 (3 nolu yontem) ile
0,64 (23, 33 ve 34 nolu yontemler) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 20). Diger taraftan,
eksplantlarin DSEBS yonteme gore degisim gdstermesi EXY interaksiyonun énemli (p<0,01)
¢ikmasina neden olmustur (Tablo 20). Embriyo ekseninde 6 yontemde (1, 2, 12, 17, 30 ve 36
nolu yontemler), hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan ise 3 ydntemde (1, 2 ve 36 nolu
yontemler) direkt somatik embriyogenesis kaynakli bitki meydana gelmemistir (Tablo 20).
Embriyo ekseninde 12, 17 ve 30 nolu yétemlerde somatik embriyo olusumu gézlenmedigi igin
bitki olusumu meydana gelmemistir. Yine 1, 2 ve 36 nolu yontemlerde arastirmada kullanilan
eksplantlarin tamaminda somatik embriyo olusumu meydana gelmedigi i¢in bitki rejenerasyonu
gozlenmemistir. Embriyo ekseninde direkt somatik embriyogenesten bitkinin meydana geldigi
yontemlerin DSEBS 0,10 (3 ve 28 nolu yontemler) ile 0,75 (23 nolu yontem) arasinda,
hipokotilde 0,05 (3 nolu yontem) ile 0,68 (17 ve 33 nolu yontemler) ve kotiledonda 0,10 (3 ve
30 nolu yontemler) ile 0,85 (34 nolu yontem) arasinda degisim gostermistir (Tablo 20).
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Tablo 20. Eksplant Tiplerinin Yontemlere Gére DSEBS (adet/eksplant)®

DSEBS (adet/eksplant)

Yontem Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,00i 0,00' 0,00' 0,00°
2 0,00! 0,00' 0,00' 0,00°
3 0,101 0,05' 0,104 0,08°
4 0,38¢f0 0,45°" 0,53¢ 0,45%"
5 0,48 0,53"f 0,484%f 0,49¢f
6 0,20" 0,204 0,18k 0,19"
7 0,53« 0,55%f 0,38 0,489
8 0,38¢f0 0,43 0,459 0,420n
9 0,53 0,55f 0,58 0,55b¢d
10 0,351 0,489 0,55"¢ 0,46°"
11 0,20" 0,204 0,18k 0,19"
12 0,00! 0,60% 0,68° 0,43
13 0,20M 0,22k 0,43%h 0,28m
14 0,58 0,65% 0,43¢" 0,55b¢d
15 0,38¢f0 0,55%f 0,33¢h 0,429N
16 0,450%f 0,389 0,53cde 0,45¢h
17 0,00! 0,68 0,53¢ 0,40M
18 0,580 0,55f 0,550¢ 0,56
19 0,68° 0,63%¢ 0,459 0,582
20 0,309" 0,40"k 0,25 0,32«
21 0,35 0,30 0,30M 0,321
22 0,58 0,28k 0,281 0,381k
23 0,752 0,55f 0,630 0,642
24 0,48¢e 0,45°" 0,484%f 0,47¢h
25 0,450%f 0,30 0,281 0,341
26 0,35 0,43 0,480%f 0,429
27 0,20 0,389 0,43h 0,33k
28 0,101 0,23« 0,339 0,22™
29 0,53« 0,55%f 0,65 0,582
30 0,00/ 0,23« 0,104 0,11°
31 0,38¢f0 0,50%¢ 0,459 0,44"
32 0,351 0,43 0,484%f 0,429
33 0,580 0,682 0,68° 0,642
34 0,53« 0,55%f 0,85% 0,642
35 0,450%f 0,580¢ 0,53¢de 0,52b¢
36 0,00/ 0,00' 0,00' 0,00°
Ortalama 0,3428 0,404 0,4014
F degeri (Eksplant-E) - - - 77,01%*
F degeri (Yontem-Y) 102,9** 66,53** 74,24%* 188,83**
F degeri (ExY) - - - 24,77**
VK (%) 12,33 12,03 11,87

. Ayni siitunda ayni kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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Indirekt somatik embriyogenesis kaynakli bitki sayis1 (ISEBS) (adet/eksplant), indirekt
somatik embriyogenesisten meydana gelen bitkiler arasindan rejenerasyon siirecini basariyla
tamamlayan bitkilerin sayisinin, toplam kullanilan eksplant sayisina boliinmesiyle elde
edilmistir. Arastirmada, ISEBS bakimindan eksplant tipleri arasindaki farkin énemli (p<0,01)
oldugu bulunmustur. En yiiksek ISEBS 0,155 ile hipokotilde elde edilirken bunu sirastyla 0,147
ile kotiledon ve 0,117 ile embriyo ekseni eksplantlar1 izlemistir (Tablo 21). ISEBS bakimindan
yontemler arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir
(Tablo 21). Yontemlerin 2 tanesinde (32 ve 34 nolu yontemler) indirekt somatik
embriyogenesis kaynakli bitki meydana gelmemis, meydana gelen yontemlerin ISEBS ise 0,03

PR

(8 nolu yontem) ile 0,43 (30 nolu yontem) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 21).

Eksplantlarin indirekt somatik embriyogenesisten bitki olusumlar1 yonteme gore
degisim gostermesi EXY interaksiyonun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Tablo 21).
Embriyo ekseninde 17 yontemde (1, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 32 ve
34 nolu yontemler), hipokotil eksplantinda 7 yontemde (1, 6, 8, 24, 25, 32 ve 34 nolu yontemler)
ve kotiledon eksplantinda ise 12 yontemde (3, 5, 8, 12, 13, 14, 18, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu
yontemler) indirekt somatik embriyogenesis kaynakli bitki meydana gelmemistir. Indirekt
somatik embriyogenesis kaynakli bitki rejenerasyonun goriilmedigi yontemlerden sadece
embriyo ekseninde 1 nolu yontemde somatik embriyo olugmasina ragmen bitki olusumu
goriilmemistir (Tablo 21). Embriyo ekseninde indirekt somatik embriyogenesisten bitkinin
meydana geldigi yontemlerin ISEBS 0,10 (5, 8 vel5 nolu yéntemler) ile 0,40 (30 nolu yontem)
arasinda, hipokotilde 0,10 (5, 15, 17, 26, 29, 31, 33 ve 36 nolu yontemler) ile 0,40 (30 nolu
yontem) ve kotiledonda 0,10 (7, 19, 22 ve 26 nolu yontemler) ile 0,50 (30 nolu yontem) arasinda
gerceklesmistir (Tablo 21).
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Tablo 21. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gore ISEBS (adet/eksplant)?

. ISEBS (adet/eksplant)
Yontem - - - - -
Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,00¢ 0,00¢ 0,20 0,077
2 0,20¢ 0,20¢ 0,20 0,20¢
3 0,20¢ 0,30° 0,00f 0,17¢
4 0,20° 0,20° 0,30° 0,23°
5 0,10¢ 0,10¢ 0,00f 0,071
6 0,00¢ 0,00¢ 0,20 0,077
7 0,20¢ 0,20¢ 0,10¢ 0,17¢
8 0,10¢ 0,00¢ 0,00f 0,03%
9 0,20° 0,23° 0,18¢ 0,20¢
10 0,00¢ 0,20¢ 0,20 0,13¢
11 0,00¢ 0,382 0,20 0,19¢%
12 0,00¢ 0,18¢ 0,00f 0,06
13 0,00¢ 0,18° 0,00 0,061k
14 0,00¢ 0,20° 0,00f 0,071
15 0,10¢ 0,10¢ 0,20« 0,13¢
16 0,20° 0,20° 0,23° 0,21%d
17 0,00¢ 0,10¢ 0,20 0,10
18 0,20¢ 0,23° 0,00 0,14
19 0,00¢ 0,20¢ 0,10¢ 0,10
20 0,18° 0,20¢ 0,20« 0,19¢%
21 0,20° 0,30° 0,30° 0,27°
22 0,00¢ 0,18¢ 0,10¢ 0,09"
23 0,00¢ 0,23° 0,20 0,14
24 0,00¢ 0,00¢ 0,30° 0,10
25 0,00¢ 0,00¢ 0,20 0,071
26 0,00¢ 0,10¢ 0,10¢ 0,071
27 0,00¢ 0,20° 0,30° 0,17¢f
28 0,20¢ 0,20° 0,30° 0,23°
29 0,30° 0,10¢ 0,00f 0,13¢
30 0,402 0,402 0,502 0,432
31 0,33° 0,10¢ 0,00f 0,14%
32 0,00¢ 0,00¢ 0,00f 0,00'
33 0,30° 0,10¢ 0,00 0,138
34 0,00¢ 0,00¢ 0,00f 0,00'
35 0,20¢ 0,20° 0,30° 0,23°
36 0,40? 0,10¢ 0,20 0,23°
Ortalama 0,117¢ 0,155* 0,1478
F degeri (Eksplant-E) - - - 231,00**
F degeri (Yontem-Y) 474,17** 89,58** 469,83** 349,78**
F degeri (ExY) - - - 168,07**
VK (%) 10,10 14,23 8,00

L. Aym siitunda ayn kiiciik harfle ve ayn1 satirda ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir (p>0,05).
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Tiim rejenrasyon sitemlerinden meydana gelen bitkilerin toplaminin eksplant sayisina
boliinmesiyle elde edilen eksplant basina bitki sayis1 (EBBS) (adet/eksplant), iizerine eksplant
tipinin ana etkisi onemli (p<0,01) olmustur (Tablo 22, Sekil 21). Yontemlerin ortalamasina gore
eksplantlarin EBBS degerlendirildiginde, en yiiksek EBBS 0,717 ile hipokotilde elde edilmis,
bunu sirasiyla 0,706 ile kotiledon ve 0,661 ile embriyo ekseni eksplantlari izlemistir (Tablo 22).
EBBS bakimindan hipokotil ile kotiledon arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz olurken,
bu eksplantlarla embriyo eksen arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugu belirlenmistir (Tablo
22).

Arastirmada, yontemlere gore eksplant bagina bitki sayis1t EBBS 0,07 (1 nolu yontem)
ile 1,07 (20 nolu yontem) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 22). Embriyo ekseninde 2
yontemde (1 ve 17 nolu yontemler), hipokotilde 1 yontemde (1 nolu yontem) bitki meydana
gelmemis, kotiledonda ise tiim yontemlerde bitki meydana geldigi gozlenmistir (Tablo 22).
Bitki olusumunu meydana geldigi yontemlere gore, embriyo ekseninde EBBS 0,20 (2, 6 ve 11
nolu yontemler) ile 1,15 (13 nolu yontem) arasinda degisirken, hipokotilde 0,20 (2 ve 6 nolu
yontemler) ile 1,10 (13 ve 20 nolu yontemler) ve kotiledonda 0,10 (3 nolu yontem) ile 1,03 (20

PR

nolu yontem) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 22).
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Tablo 22. Eksplant Tiplerinin Y&ntemlere Gore EBBS (adet/eksplant)!
EBBS (adet/eksplant)

Yontem - - - - -
Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama
1 0,00° 0,00" 0,20m 0,07°
2 0,20° 0,20m 0,504 0,30°
3 0,50'm 0,354 0,10m 0,32
4 0,78 0,759 0,93%¢ 0,82b¢
5 0,68" 0,83¢f0 0,484 0,66"
6 0,20° 0,20m 0,581k 0,33
7 0,93 0,850 0,78%" 0,85
8 0,48'mn 0,43 0,454 0,45'm
9 0,83¢f0 0,889 0,85"f 0,85
10 0,651k 0,95"¢ 0,85"f 0,82b¢
11 0,20° 0,58 0,38 0,38™
12 1,08% 1,08% 0,88"¢ 1,012
13 1,152 1,10° 0,932 1,062
14 0,58¢%f 0,85¢f 0,73f" 0,72¢7
15 0,85%f 0,85°f0 0,839 0,84b¢
16 0,85¢%f 0,88¢9 0,850f 0,86
17 0,00° 0,78¢ 0,73fan 0,50
18 0,980 0,889 0,75%" 0,87°
19 0,68" 0,93¢f 0,55k 0,72¢f
20 1,08% 1,10° 1,032 1,072
21 0,85¢%f 0,80 0,90%¢ 0,850
22 0,75 0,95"¢ 0,85"f 0,85
23 0,75 0,789 0,839 0,78cde
24 0,48'mn 0,451k 0,78%" 0,571k
25 1,05%¢ 1,05%¢ 0,98 1,032
26 0,35 0,53"i 0,581k 0,48'
27 0,40™ 0,889 0,93%¢ 0,73%f
28 0,80¢" 0,85¢f¢ 0,932b¢ 0,86
29 0,93 0,85 0,75%" 0,84b¢
30 0,50 0,83¢f 0,709 0,68
31 0,709 0,60" 0,454 0,58
32 0,651 0,43 0,484 0,521k
33 0,980 0,789 0,68 0,81bcd
34 0,53Km 0,55M 0,85"f 0,649n
35 0,75 0,889 0,938b¢ 0,850
36 0,709 0,30'm 0,504 0,50
Ortalama 0,661¢ 0,717~ 0,706
F degeri (Eksplant-E) - - - 48,87**
F degeri (Yontem-Y) 149,41** 105,74** 79,61** 259,39**
F degeri (ExY) - - - 36,33**
VK (%) 7,35 7,44 7,09

. Ayni siitunda ayni kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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H-DO-12.Yontem K-DO-25.Yontem

K-DO-13.Yontem K-DO-20.Yontem

H-DSE-25.Y 6ntem E-DO-25.Y6ntem K-ISE-21.Y6ntem

Sekil 21. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen bitkilerin goriinimii (Esplant-
Rejenerasyon sistemi-Yo6ntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni, DO: Direkt
organogenesis, 1DO: Indirekt organogenesis, DSE: Direkt somatik embryogenesis, ISE:
Indirekt somatik embriyogenesis. Yontem numaralarinin agiklamalari Tablo 9°da verilmistir.
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E-DO-12.Yontem H-ISE-12.Y6ntem E-DO-12.Yontem

E-DO-33.Yontem

Sekil 21. Farkli eksplant ve yontemlerde meydana gelen bitkilerin gériniimi (Esplant-
Rejenerasyon sistemi-Yontem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni, DO: Direkt
organogenesis, IDO: Indirekt organogenesis, DSE: Direkt somatik embryogenesis, ISE:
Indirekt somatik embriyogenesis. Yéntem numaralarimin agiklamalar1 Tablo 9°da verilmistir.

Ikinci asama
Kallus eksplantinin elde edilmesi

Birinci asamada kullanilan tiim eksplantlarda en yiiksek kallus olusumu %100 ile 30
nolu yontemden elde edilmistir. Bu yontemin ortam ve kiiltiir sartlarinda 14 giin stireyle kiiltiiri

alman embriyo ekseni, hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan elde edilen kalluslar [embriyo
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ekseni kaynakli kallus (E-kallus), hipokotil kaynakli kallus (H-kallus) ve kotiledon kaynakli
kallus (K-kallus)] 8 farkli ortamda kiiltiire alinmistir. Bu asamada elde edilen bulgular asagida

ayrintili olarak agiklanmustir.

Indirekt organogenesis (I00) ve somatik embriyogenesis orani (ISEO) (%)

Arastirmada, 100 bakimindan eksplant tipleri arasindaki fark onemli (p<0,01)
bulunmustur (Tablo 23). Yontemlerin ortalamasina gére, en yiiksek 100 %28,1 ile E-kallustan
elde edilmis, bunu sirasiyla %26,6 ile H-kallus ve %25,9 ile K-kallus eksplantlar1 izlemistir
(Tablo 23, Sekil 22). E-kallus ve H-kallus arasindaki fark 6nemsiz olurken, bu eksplantlarla K-
kallus arasindaki fark 6nemli (p<0,05) bulunmustur (Tablo 23). Diger taraftan, Ortamlarin {00
%0,0 (4 ve 6 nolu ortamlar) ile %47,5 (5 nolu ortam) arasinda degismis ve ortamin ana etkisi

%1 6nem seviyesinde dnemli olmustur (Tablo 23).

Eksplantlarin indirekt organogenesis olusum oranlari ortama gore farklilik gostermis ve
ExO interaksiyonun etkisi énemli (p<0,01) bulunmustur (Tablo 23). Diger taraftan, her ii¢
eksplant tipinde de 2 ortamda (4 ve 6 nolu ortamlar) indirekt organogenesis meydana
gelmemistir (Tablo 23). E-kallusta indirekt organogenesisin meydana geldigi ortamlarm 100
%20,0 (8 nolu ortam ile %52,5 (5 nolu yontem) arasinda degisim gostermistir. Bu oran, H-
kallusta %20,0 (7 nolu ortam) ile %60,0 (5 nolu ortam) ve K-kallusta %20,0 (3 nolu ortam) ile
%350,0 (8 nolu ortam) arasinda olmustur (Tablo 23).

Tablo 23. Eksplant Tiplerinin Ortamlara Gore 100 (%)*

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama
1 40,0° 37,5° 40,0° 39,20
2 27,5° 27,5° 27,5°¢ 27,59
3 57,52 37,5° 20,0¢ 38,3°
4 0,0¢ 0,08 0,08 0,08
5 52,52 60,02 30,0¢ 47,58
6 0,0¢ 0,08 0,08 0,08
7 27,5¢ 20,0¢ 40,0° 29,24
8 20,0¢ 30,0¢ 50,02 33,3¢
Ortalama 28,14 26,64 25,98
F degeri (Eksplant-E) - - - 4,87**
F degeri (Ortam-O) 148,43** 172,14** 434,14** 452,50**
F degeri (ExO) - - - 63,30**
VK (%) 12,57 11,53 6,82

. Ayni siitunda ayni kiiciik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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HK-2.0Ortam

KK-5.0rtam

EK-1.0rtam

HK-43.Y 6ntem

KK-1.0rtam HK-7.Ortam ~ HK-3.Ortam

K™Y

EK-2.0rtam HK-8.0Ortam

KK-7.0rtam KK-3.0rtam EK-8.0rtam KK-8.0Ortam

Sekil 22. Farkli eksplant ve ortamlarda indirekt organogenesis olusumu (Eksplant-Ortam). EK:
Embriyo ekseni-kallus; HK: Hipokotil-kallus, KK: Kotiledon-kallus. Ortam numaralarinin
aciklamalar1 Tablo 10°da verilmistir.

Indirekt somatik embriyogenesis orani1 (ISEO) (%) bakimindan eksplant tipleri arasinda
farklilik goriilmiis ve bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) bulunmustur (Tablo 24).
Ortamlarim ortalamasina gore en yiiksek ISEO %55,6 ile K-kallusta elde edilmis, bunu sirasiyla
%46,3 ile E-kallus ve %42,8 ile H-kallus eksplantlari izlemistir (Tablo 24, Sekil 23). Diger
taraftan, ISEO bakimindan ortamlar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak nemli (p<0,01)
oldugu tespit edilmistir (Tablo 24). Eksplantlarin ortalamasina gore en yiiksek ortalama indirekt
somatik embriyogenesis olusumu orant %79,2 ile 6 nolu ortamda ve en diisiik ise %35,8 ile 1

nolu ortamda gozlenmistir (Tablo 24).

Eksplantlarin indirekt somatik embriyogenesis olusum oranlarinin ortama gére degisim

gostermesi ExO interaksiyonun 6nemli (p<0,01) c¢ikmasina neden olmustur (Tablo 24).
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Eksplantlarin kiiltiire alindig1 tiim ortamlarda somatik embriyo olusumu goézlenmistir. Kallus
eksplantlarinin ortamlara gére ISEO bakildiginda, E-kallus eksplantinin ISEO %20,0 (3 nolu
ortam) ile %85 (6 nolu ortam) arasinda, H-kallus eksplantinin %20,0 (1 nolu ortam) ile %75,0
(6 nolu ortam) arasinda ve K-kallus eksplantinin ise %30,0 (8 nolu ortam) ile %77,5 (6 nolu

nolu) arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 24).

Tablo 24. Eksplant Tiplerinin Ortamlara Gére ISEO (%)*

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama
1 32,5¢ 20,0¢ 55,0¢ 35,8¢
2 45,0 52,5° 52,5¢ 50,0°
3 20,0¢ 45,0 62,5 42,5
4 52,5° 32,5¢ 62,5 49,2°
5 45,0° 40,0 67,5% 50,8°
6 85,0 75,0 77,5 79,28
7 475° 32,5¢ 37,5¢ 39,2¢
8 42,5k 45,00 30,0¢ 39,2
Ortalama 46,38 42,8 55,6
F degeri (Eksplant-E) - < - 60,49**
F degeri (Ortam-0O) 55,71** 49,12** 42,62** 97,17**
F degeri (ExO) - - = 25,44**
VK (%) 10,81 10,92 8,60

1. Aym siitunda aym kiigiik harfle ve ayni satirda ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir (p>0,05).
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EK-5.0rtam

HK-2.0rtam

KK-3.0rtam

KK-5.0rtam HK-8.0rtam EK-6.0rtam HK-6.0rtam

Sekil 23. Farkli eksplant ve ortamlarda indirekt somatik embriyogenesis olusumu (Eksplant-
Ortam). EK: Embriyo ekseni-kallus; HK: Hipokotil-kallus, KK: Kotiledon-kallus. Ortam
numaralariin agiklamalar1 Tablo 10°da verilmistir.

Bitki sayisi

Aragtirmada, indirekt organogenesis kaynakli bitki sayist (IOBS) (adet/eksplant)
lizerine eksplant tipinin ana etkisi 6nemli (p<0,01) olmustur (Tablo 25). Ortamlarin
ortalamasina gore eksplantlarin IOBS degerlendirildiginde, en yiiksek IOBS 0,29 ile E-kallusta
elde edilirken bunu sirasiyla 0,28 ile H-kallus ve 0,27 ile H-kallus eksplantlar1 izlemistir (Tablo
25). Aragtirmada, 2 ortamda (4 ve 6 nolu ortamlar) indirekt organogenesis kaynakli bitki
meydana gelmemis, meydana gelen ortamlarin IOBS ise 0,28 (2 nolu ortam) ile 0,55 (5 nolu
ortam) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 25). Eksplantlarin indirekt organogenesis
kaynakli bitkilerin ortama gore degisim gostermesi EXO interaksiyonun onemli (p<0,01)

cikmasina neden olmustur. E-kallus eksplantinda indirekt organogenesisten bitki meydana
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gelen yontemlerin IOBS 0,20 (8 nolu ortam) ile 0,58 (3 nolu ortam) arasinda degisirken, H-
kallusta 0,20 (7 nolu ortam) ile 0,68 (5 nolu ortam) ve K-kallus 0,20 (3 nolu ortamlar) ile 0,50
(8 nolu ortam) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 25).

Tablo 25. Eksplant Tiplerinin Yéntemlere Gore IOBS (adet/eksplant)*

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama
1 0,40P 0,38° 0,40° 0,39°
2 0,28¢ 0,28 0,28¢ 0,28¢
3 0,582 0,38° 0,20¢ 0,38°
4 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
5 0,602 0,682 0,38° 0,552
6 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢ 0,00¢
7 0,28¢ 0,20¢ 0,40° 0,294
8 0,20¢ 0,30 0,50% 0,33¢
Ortalama 0,294 0,28%8 0,278
F degeri (Eksplant-E) - - - 4,33*
F degeri (Ortam-O) 223,19** 154,29** 227,14** 467,79*%*
F degeri (ExO) - - - 56,27**
VK (%) 10,54 12,86 9,30

1. Aym siitunda aymi kiigiik harfle ve ayni satirda ayn1 biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir (p>0,05).

Indirekt somatik embriyogenesis kaynakli bitki sayis1 (ISEBS) (adet/eksplant)
bakimindan eksplant tipleri arasindaki farkin 6nemli (p<0,01) oldugu bulunmustur. En yiiksek
ISEBS 0.55 ile K-kallusta elde edilirken bunu sirasiyla 0,47 ile E-kallus ve 0,43 ile H-kallus
eksplantlar1 izlemistir (Tablo 26). ISEBS bakimindan ortamlar arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak onemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Tablo 26). Indirekt somatik
embriyogenesis kaynakl bitki meydana gelen ortamlarm ISEBS 0,33 (1 nolu ortam) ile 0,53 (5

nolu ortam) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 26).

Eksplantlarin indirekt somatik embriyogenesisten bitki olusumlar1 ortama gére degisim
gostermesi ExO interaksiyonun onemli (p<0,01) ¢cikmasina neden olmustur (Tablo 26). E-
kallusta indirekt somatik embriyogenesisten bitkinin meydana geldigi ortamlarin ISEBS 0,20
(3 nolu ortam) ile 0,85 (6 nolu ortam) arasinda, H-kallusta 0,20 (1 nolu ortam) ile 0,75 (6 nolu
ortam) ve K-kallusta 0,30 (8 nolu ortam) ile 0,78 (6 nolu ortam) arasinda degismistir (Tablo
26).
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Tablo 26. Eksplant Tiplerinin Ortamlara Gore ISEBS (adet/eksplant)?

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama
1 0,30¢ 0,20¢ 0,50¢ 0,33¢
2 0,45 0,53° 0,53« 0,50°¢
3 0,20¢ 0,45 0,63 0,43
4 0,53° 0,33¢ 0,63 0,49b¢
5 0,50 0,40 0,682 0,53°
6 0,852 0,752 0,782 0,792
7 0,48 0,33¢ 0,38° 0,39«
8 0,43° 0,45 0,30° 0,39«
Ortalama 0,478 0,43¢ 0,554
F degeri (Eksplant-E) - - - 64,13**
F degeri (Ortam-O) 81,45** 49,12** 52,95** 123,28**
F degeri (ExO) - - - 28,61%*
VK (%) 9,04 10,92 7,87

. Aymi siitunda ayn kiigiik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
o6nemsizdir (p>0,05).

Her iki rejenrasyon siteminden meydana gelen bitkilerin toplaminin eksplant sayisina
boliinmesiyle elde edilen eksplant basina bitki sayis1t (EBBS) (adet/eksplant) {izerine eksplant
tipinin ana etkisi onemli (p<0,01) olmustur (Tablo 27). Ortamlarin ortalamasina gore
eksplantlarin EBBS degerlendirildiginde, en yiiksek EBBS 0,82 ile K-kallusta elde edilirken
bunu sirasiyla 0,76 ile E-kallus ve 0,70 ile H-kallus eksplantlari izlemistir (Tablo 27, Sekil 24).
EBBS bakimindan ortamlar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemli (p<<0,01) oldugu
bulunmustur. Aragtirmada, ortamlara gére EBBS 0,49 (40 nolu yontem) ile 1,08 (5 nolu ortam)
arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo 27). E-kallus eksplantta EBBS 0,53 (4 nolu ortam) ile
1,10 (5 nolu ortam) arasinda degisirken, H-kallusta 0,33 (4 nolu ortam) ile 1,08 (5 nolu ortam)
ve K-kallusta 0,63 (4 nolu ortam) ile 1,05 (5 nolu ortam) arasinda degistigi belirlenmistir (Tablo
27).
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Tablo 27. Eksplant Tiplerinin Yontemlere Gére EBBS (adet/eksplant)®

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama
1 0,70 0,58¢ 0,90° 0,73«
2 0,73 0,80P 0,80°° 0,78
3 0,78 0,83° 0,83t 0,81°
4 0,53¢ 0,33¢ 0,63¢ 0,49¢
5 1,102 1,082 1,062 1,082
6 0,85° 0,75° 0,78¢ 0,79°
7 0,75b¢ 0,53¢ 0,78¢ 0,68
8 0,63¢% 0,75° 0,80%¢ 0,73«
Ortalama 0,768 0,70¢ 0,824
F degeri (Eksplant-E) - - - 41,16**
F degeri (Yontem-Y) 55,46** 63,36** 23,36** 120,54**
F degeri (EXY) - - - 12,41%*
VK (%) 6,04 8,08 6,11

. Aym siitunda ayni1 kiigiik harfle ve aym satirda aym biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05).
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HK-10-5.0rtam EK-ISE-6.0rtam KK-i0-8.0rtam

KK-i0-5.0rtam

HK-ISE-5.0rtam EK-ISE-2.0rtam

EK-ISE-5.0rtam

Sekil 24. Farkli eksplant ve ortamlarda meydana gelen bitkilerin goriiniimii (Eksplant-Ortam).
EK: Embriyo ekseni-kallus; HK: Hipokotil-kallus, KK: Kotiledon-kallus, IO: indirekt

organogenesis, ISE: indirekt somatik embriyogenesis. Ortam numaralarinin agiklamalar1 Tablo
10°da verilmistir.
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Somaklonal Varyasyon

Mikrogogaltmanin amaci, kiigiik bir bitki dokusu pargasindan ¢ok sayida genetik olarak
0zdes bitkiyi hizla tiretmektir. Bu nedenle bu aragtirmada, EBBS bakimindan birinci asamadaki
ExY ile ikinci asamada ExO interaksiyonlarinin 6nemliligi dikkate alinarak en yiiksek rejenere
bitki sayisinin meydana geldigi sistemlerden (Tablo 28) elde edilen bitkilerin genetik

kararliliklar1 SCoT molekiiler markor teknigi ile belirlenmistir.

Tablo 28. Somaklonal Varyasyon Kullanilan Y&ntem

Rejenerasyon  Eksplant Yontem/Or EBBS DOBS iOBS DSEBS iSEBS
sistem no tam

2 Embriyo ekseni 13 1,15 0,95 0,00 0,20 0,00
3 Hipokotil 13 1,10 0,50 0,20 0,22 0,18
4 Hipokotil 20 1,10 0,30 0,20 0,40 0,20
5 Embriyo ekseni 12 1,08 1,08 0,00 0,00 0,00
6 Hipokaotil 12 1,08 0,30 0,00 0,60 0,18
7 Embriyo ekseni 20 1,08 0,40 0,10 0,40 0,18
8 Embriyo ekseni 25 1,05 0,60 0,00 0,45 0,00
9 Hipokaotil 25 1,05 0,60 0,15 0,30 0,00
10 Kotiledon 20 1,03 0,40 0,18 0,25 0,20
11 Embriyo ekseni 33 0,98 0,00 0,10 0,58 0,30
12 Kotiledon 25 0,98 0,40 0,10 0,28 0,20
13 Embriyo ekseni 18 0,98 0,00 0,20 0,58 0,20
14 E-kallus 5. ortam 1,10 - 0,60 - 0,50
15 H-kallus 5. ortam 1,08 - 0,68 - 0,40
16 K-kallus 5. ortam 1,06 - 0,38 - 0,68

Arastirmada 30 SCoT primeri, ana bitkide test edilmis ve bu primerleden en iyi
amplifikasyonu saglayan 20 adet SCoT primeri (Tablo 29) toplamda 15 farkli rejenerasyon
sisteminden elde edilen rejenere bitkilerin genetik kararliligini degerlendirmek igin
kullanilmistir. Baz1 SCoT primerlerine ait jel goriintiileri Sekil 26’de verilmistir. Primer basina
ortalama 16,65 adet bant, toplamda ise 333 adet DNA banti elde edilmistir. En fazla bant sayisi
20 adet ile SCoT-1 primerinden elde edilirken, en az ise 13 adet ile SCoT-22 primerinde
gozlenmistir. Primerlerin polimorfizm orani (%PO) karsilastirildiginda en yiiksek %PO,
%58,82 ile SCoT-35 primerde bulunurken en disiik ise %5,56 ile SCoT-29 primerinde
kaydedilmistir. Arastirmada kullanilan primerlerin ortalama %PO ise %28,37 olarak
belirlenmigtir (Tablo 29).

Primerlerin polimorfik bilgi igeriklerinin (PIC), 0,077 (SCoT-21 primeri) ile 0,110
(SCoT-2 ve SCoT-29) arasinda degistigi, primerlerin PIC degeri bakimindan benzer degerlere
sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 29). Diger taraftan, 4,125 ile SCoT-1 primeri en yiiksek
¢ozme giiciine (R) sahipken, 0,250 ile SCoT-26 ve SCoT-29 primerleri en diisiik ¢6zme giicline
sahip olmustur. Arasgtirmada kullanilan primerlerin ortalama ¢ozme giicii 1,825 olarak

belirlenmistir. Ayrica, ayirt etme giicu (D), 0,282 (SCoT-21 primeri) ile 0,034 (SCoT-2 primeri)
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arasinda degistigi belirlenmis ve primerlerin ortalamasi olarak 0,112 olarak bulunmustur (Tablo

29).

Tablo 29. Calismada Kullanilan SCoT Primerlerinin Bant Bilgileri ve Polimorfizm Orani.

Primer PIC? D Re TB MB¢® PBf PO (%)¢
SCoT-1 0,091 0,207 4,125 20 9 11 55,00
SCoT-2 0,110 0,034 0,625 18 16 2 11,11
SCoT-4 0,108 0,065 1,250 19 15 4 21,05
SCoT-5 0,109 0,051 0,875 17 16 1 5,88
SCoT-6 0,109 0,058 0,875 15 11 4 26,67
SCoT-8 0,106 0,098 1,500 15 12 3 20,00
SCoT-10 0,106 0,092 1,500 16 13 3 18,75
SCoT-12 0,095 0,185 3,500 18 12 6 33,33
SCoT-18 0,086 0,235 3,750 15 8 7 46,67
SCoT-21 0,077 0,282 2,625 16 9 7 43,75
SCoT-22 0,099 0,157 2,125 13 9 4 30,77
SCoT-25 0,108 0,062 0,875 14 10 4 28,57
SCoT-26 0,110 0,017 0,250 15 13 2 13,33
SCoT-28 0,104 0,115 2,125 18 12 6 33,33
SCoT-29 0,110 0,014 0,250 18 17 1 5,56
SCoT-30 0,109 0,048 0,875 18 16 2 11,11
SCoT-34 0,107 0,077 1,250 16 13 3 18,75
SCoT-35 0,098 0,162 2,875 17 7 10 58,82
SCoT-36 0,098 0,164 3,250 19 10 9 47,37
SCoT-40 0,103 0,121 2,000 16 10 6 37,50
Ortalama 0,102 0,112 1,825 16,65 11,90 4,75 28,37
Toplam - - - 333 238 95

2. Polimorfik bilgi icerigi (Liu 1998), °: Ayirt etme giicii (Tessier et al. 1999), ¢ Cézme giicii (Prevost and
Wilkinson 1999), % Toplam bant say1si, & Monomorfik bant sayisi, : polimorfik bant sayis1, % Polimorfizm
orant (%)

SCoT bant desenleri genellikle kabul edilebilir diizeyde polimorfizm gdstermistir.
Jaccard benzerlik katsayis1 ve UPGMA algoritmasi temel alinarak NTSY'S pc 2.1 yazilimi ile
elde edilen bir dendrogramla, sistemler arasindaki genetik iligki ortaya konulmustur (Sekil 25).
Arastirma sonuglarina gore, mikrogogaltim sistemleri arasindaki benzerlik katsayilarr 0,845-
0,991arasinda degisim gostermistir. Dahasi, farkli sistemlerden meydana gelen rejenere
bitkilerin ana bitki ile arasindaki benzerlik katsayilar1 0,904 ile 0,991 arasinda degisim
gostermistir (Tablo 30). Ana bitkiyle en yiiksek benzerlik 0,991 ile hipokotil eksplantinin 12.
yontemde kiiltiir edilmesi sonucu elde edilen sistemde (6 nolu sistem) belirlenmistir. Bunu
0,972 ile 13 nolu, 0,960 ile 4 nolu ve diger sistemler izlemistir (Tablo 30). Ana bitkiyle en
diisiik benzerlik 0,904 ile 15 nolu rejenerasyon sisteminde tespit edilmistir. Dahasi, ana bitkiyle
elde edilen bu benzerliklerin mikrogogaltim agisindan kabul edilebilir diizeyde oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 30. Jaccard Benzerlik Katsayis1 Kullanilarak 20 SCoT Primeri ile Belirlenen 15
Yontem/Ortam ve Kontrol Arasindaki Genetik Benzerlik Degerleri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1

© 00 N O O A W DN

e e < =
g A W N B O

16

1,000

0,940 1,000

0,934 0,939 1,000

0,960 0,901 0,895 1,000

0,958 0,945 0,939 0,919 1,000

0,991 0,931 0,925 0,969 0,949 1,000

0,954 0,906 0,900 0,944 0,924 0,951 1,000

0,927 0,926 0,932 0,888 0,945 0,918 0,894 1,000

0,946 0,933 0,945 0,912 0,969 0,937 0,912 0,944 1,000

0,928 0,927 0,950 0,889 0,957 0,919 0,900 0,950 0,969 1,000

0,951 0,909 0,891 0,965 0,927 0,960 0,941 0,896 0,903 0,891 1,000

0,922 0,926 0,956 0,888 0,945 0,913 0,894 0,932 0,957 0,975 0,885 1,000

0,972 0,913 0,907 0,975 0,937 0,969 0,950 0,900 0,919 0,901 0,966 0,895 1,000

0,911 0,858 0,846 0,889 0,876 0,914 0,871 0,868 0,864 0,852 0,885 0,845 0,890 1,000
0,904 0,879 0,896 0,864 0,915 0,895 0,870 0,907 0,902 0,907 0,867 0,901 0,877 0,914 1,000
0,911 0,858 0,863 0,889 0,888 0,914 0,894 0,868 0,881 0,869 0,891 0,868 0,901 0,886 0,873 1,000

1: Ana bitki, 2 -16 nolu sistemlerin agiklamalar1 Tablo 28’de verilmistir

091 0.94 0.96 0.99
Coefficient

Sekil 25. Ana bitki (1) ile rejenerasyon sistemleri arasindaki genetik iliski dendrograma.
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Sekil 26. Baz1 SCoT primerlerinden elde edilen jel elektroforez goriintiileri, M: Markoér; 1: Ana
bitki, 2 -16 nolu sistemlerin agiklamalar1 Tablo 28’de verilmistir.
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Sekil 26. Baz1 SCoT primerlerinden elde edilen jel elektroforez goriintiileri, M: Markér; 1:
Ana bitki, 2 -16 nolu sistemlerin agiklamalar1 Tablo 28’de verilmistir. (Devami)
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TARTISMA

Gecmisten giiniimiize kadar, tibbi ve aromatik bitkiler bir¢ok hastaligin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmistir. Son zamanlarda bitkisel kokenli ilaglara yonelik yapilan
arastirmalar ile tibbi bitkilerin i¢erdigi biyoaktif bilesiklerin farmakoloji tizerinde 6nemli etkiye
sahip oldugu kanitlanmigtir (Pandith and khan 2022; Bernela et al. 2023). Gerek saglik alaninda
gerekse alternatif tipta tibbi bitkilerin asir1 kullanimi sonucunda habitat bozulmasini 6nlemek,
bitkilerin dogal popiilasyonlarini ve tilkkenmekte olan bitkilerin devamliligini saglayarak tibbi
bitkilere olan artan talebi karsilamak i¢in alternatif tiretim teknikleri gelistirmek zorunlu hale
gelmistir (Mehalaine and Chenchouni 2021). Doku kiiltiirii, in vitro ¢ogaltma, rejenerasyon,
farmasoétik olarak 6nemli biyoaktif bilesiklerin liretimi ve de nadir ve tehlike altindaki tibbi
bitkilerin germplazm muhafazasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Das and Rout, 2002).
Niazian (2019), biyoaktif bilesiklerin asir1 tiretimi, tibbi bitkilerin in vitro muhafazasi ve
mikrocogaltimi i¢in bitki doku Kkiiltiiri yontemlerinin basarili bir sekilde kullanildigini
bildirmistir. Ozellikle, bitki doku kiiltiiriiniin 6nemli uygulama alanlarindan biri olan in vitro
mikrocogaltim teknigi tibbi bitkilerin hizli ¢ogaltiminda etkili bir sekilde kullanilmaktadir
(Mehalaine and Chenchouni 2021). Dahasi, in vitro mikrogogaltim teknigi, diizenli, kaliteli ve
yiiksek verimli bir liretim sistemi saglama potansiyeline sahiptir. Belirli bir benzer genotipteki

bireylerin kolay ve hizli tiretimi i¢in faydali bir ara¢ oldugu kanitlanmistir (Pandith et al. 2018).

Tohum, bitki germplazmini korumak ve bitkiyi istenilen bolgeye tagimak igin bitkinin
en temel unsurudur. Yabani bitkilerde tohumla ¢ogaltmanin en onemli asamasi etkili bir
¢imlenme yonteminin belirlenmesidir. Tohum ¢imlenmesi sirasindaki uygun olmayan ¢evre
kosullar1 ve tohum dormansisi gibi nedenler ¢imlenme oranini diisiirmekte ve bunun sonucunda
bitkilerin ex situ olarak korunmasini 6nlemektedir (Yamaner and Erdag 2021). Bu soruna karsin
geleneksel yontemlerle ¢imlendirilmesi zor olan yabani bitkilerde in vitro ¢imlendirme bir
alternatif sunmustur. Dahasi ana bitkiden alinan steril kosullar altinda in vitro olarak elde edilen
eksplantlar, ex vitro olarak elde edilen eksplantlardan in vitro ¢alismalarda daha uygun oldugu
yapilan ¢alismalar (Hussain et al. 2012) sonucunda bildirilmistir. Bu arastirmada ¢imlenme
orani bakimindan embriyolar tohuma gore daha yiiksek bir ¢imlenme oranina sahip olmustur.
Tohumdaki ¢imlenme oranin diisiikliigiiniin muhtemel sebebi embriyoyu ¢evreleyen dokularda
bulunan inhibitorlerden kaynaklanmis olabilir. Dahasi embriyonun izolasyonu ve in vitro
kiiltiirii bu bitkide tohum dormansi halinin iistesinden gelmek i¢in uygun bir yaklasim oldugu
sonucuna varilmigtir. Song (2013), Rheum’un tohumlarinin embriyo ve bazi igsel inhibitorlerin

neden oldugu orta diizeyde bir tohum dormanisisi oldugunu ve Rheum’da tohum ¢imlenmesinin
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tire ve habitata 6zgli oldugu ve hatta toprak nemindeki degisikliklere duyarli oldugunu
bildirmistir. Yine arastirmamizda, her iki eksplantta da en yiiksek ¢imlenme orani ve en az
ortalama ¢imlenme zamani 1,75 mg/l GA3 ve 1 mg/l IBA igeren 2 MS ortaminda elde
edilmistir. GA3, tohum ¢imlenmesini uyarmak i¢in hidrolitik enzimleri indiikleyerek koruyucu
dokular1 olan endosperm veya tohum kabugunu zayiflatip tohum depo rezervlerinin
hareketliligini saglayarak embriyonun biiyiimesini tesvik etmektedir (Bewley and Black 1994;
Kucera et al. 2005). Diger taraftan tohum dormansisinin kirilmasi i¢in, sogukta nemli katlama,
GA3 uygulama, tohum kabugunu mekanik olarak asindirma ve tohum ucunu kesme yontemleri
kullanilmaktadir (Hassan and Fardous 2003; Rahmanpour et al. 2007; Keskiner and Tuncer
2019). Yapilan aragtirmalarda IBA’nin embriyo ¢imlenmesini, kok ve siirgiin olusumunu
arttirdig@i belirlenmistir (Samuel et al. 2009). Dhoran and Gudadhe (2012) ¢alismalarinda
Aspargus sprengeri’de GA3 ve IBA uygulamasinin, tohum dormansisinin kirilmasinda etkili
oldugunu ve en yiiksek ¢imlenme ve canlilik indeksinin GA3 uygulamasinda elde edildigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde, 2 MS ortaminda Rheum tiirlerinde (R. khorasanicum (Darrudi
et al. 2015) ve R. spiciforme (Khan et al. 2022)) GA3 uygulamalarinin ¢cimlenme parametreleri

izerine olumlu etkilerinin oldugu kaydedilmistir.

Bitki doku kiiltiiriinde kararma, eksplantlarin, farklilagsma ve/veya yeniden farklilasma
stirecinde kendi dokularindan ortama kahverengi maddeler veya fenolikler saldigi bir olguyu
ifade eder (Shen 2005; Amente and Chimdessa 2021). Fenoller, ortak olarak bir veya daha fazla
hidroksil bileseni tagiyan aromatik bir halkaya sahip ¢ok cesitli bitki maddelerini kapsayan
kimyasal bilesiklerdir (Onuoha et al. 2011). Fenolik bilesikler genellikle saglikli bitki
dokularinda bulunur ve 6zellesmis hiicre tiplerinde birikebilirken (Beckman 2000), 6zellikle
doku yaralanmasi veya stresi takiben daha bol miktarda iiretilir ve/veya bir savunma tepkisi
olarak salinir (Dixon and Paiva 1995; Beckman 2000). Dahasi, fenolik icerikleri yiiksek olan
bitkilerin in vitro kiiltiir sartlarinda kullanilan eksplantlarin kesik uglarindan kiiltiiriin ileri
zamanlarinda salinan polifenolik bilesiklerin oksidasyonu sonucunda kullanilan eksplantlarda
(hipokotil, kotiledon, kallus vb.) kararma meydana gelebilmekte ve bu durum bitki
rejenerasyon siirecinde dnemli sorun teskil etmektedir (Murkute and Patil 2003). Bu sorunu
asmak i¢in askorbik asit, Polyvinylpyrrolidone (PVP) (Patil et al. 2011; Satheesh and Sridharan
2014; Singh and Chaturved 2022) ve aktif karbon (Kumar et al. 2019b) gibi antioksidan
kimyasallarin kullanilmasinin yani sira eksplantlarin diizenli araliklarla alt kiiltiire edilmesi
(Murkute and Patil 2003; Desai et al. 2018) gibi kiiltiir uygulamalarina bagvurulmaktadir.
Ancak bu yontemlerin etkinligi tiirden tiire ve bitkinin fizyolojik kosullarina gore

degismektedir. Arastirmamizda, eksplantlarin kiiltlirii sirasinda fenolik bilesik kaynakl
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kararma sorunuyla karsilasilmis ve meydan gelen kararmayr onlemek icin farkli 1siklanma
kosullarinda eksplantlar 200 mg/I aktif karbon, 100 mg/l askorbik asit ve 0,7 mg/l PVP MS
ortamlarinda kiiltiire almmarak 6n deneme yapilmistir. On deneme sonucunda kiiltiir
ortamlarinda 0,7 mg/l PVP kullanilmasinin ve eksplantlarin 2 hafta boyunca karanlik bir
ortamda kiiltiire alindiktan sonra 151k kosullarinda 3 hafta siireyle alt kiiltiire alinmasinin
kararmay1 kontrol etmek icin en etkili yéntem oldugu bulunmustur (veri sunulmamistir). On
denemelerimiz sonucunda belirlenen bu yéntem daha 6nce fenolik igerigi yiiksek olan Punica

granatum L.’de (Verma et al. 2021) kararmay1 onlemek amaciyla basariyla kullanilmistir.

Oksin ve sitokininler, bitki doku kiiltiiriinde hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi, kallus
olusumu, kallustan adventif siirgiin ve kok olusumu gibi siireglerde 6nemli rollere sahiptirler
(Duangporn and Siripong 2009). Kallus indiiksiyonu bitkilerin igsel oksin ve sitokinin
seviyelerine bagli olarak eksojen olarak uygulanan yiiksek oksin/sitokinin uygulamasiyla
iliskilidir. Dahas1 igsel oksin ve sitokinin seviyeleri tiire ve genotipe 6zgiidiir (Centeno et al.
1996; Su et al. 2011; Gutiérrez et al. 2011). Oksinler arasinda, 2,4-D kallus olusumu i¢in en iyi
ve etkili sentetik oksin tiplerinden biri olup tek ve cift ¢enekli bitkilerin kallus kiiltiirlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Ho and Vasil 1983; Chee 1990; Mamun et al. 1996). Ayrica,
bitki tirii ve gesidine bagli olarak BAP ve KIN sitokininleri, 2,4-D ile birlikte kallus
indiiksiyonu i¢in kullanilmaktadir (Chai and Sticklen 1998). Genellikle, bir¢ok bitki tiirlinde
esit sitokinin/oksin orani kallus indiiksiyonunu uyarmaktadir (Skoog and Miller 1957; Rahman
et al. 2019). Benzer sekilde arastirmamizda da en yiiksek kallus olusum orani (%2100) tiim
eksplant tiplerinde esit miktarda oksin (1 mg/l 2,4-D) ve sitokininin (0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/I
KIN) (30 nolu yontem) uygulamalarinda belirlenmistir. Tuncer ve Giinsan (2017) Rheum
ribes’te esit oranda oksin ve sitokinin (1 mg/l BAP+1 mg/l IBA) uygulamasinda en yiiksek
kallus olugum orani gézlemlemislerdir. Yine diger Rheum cinslerinde (R. franzenbachii Munt.,
R. spiciforme Royle ve R. emodi) esit konsantrasyonlarda oksin ve sitokinin ile desteklenen MS
ortamlarinda en yiiksek kallus olusum orani elde edilmistir (Paveen et al. 2012; Tabin et al.
2016, Tabin et al. 2018; Khan et al. 2022).

Aragtirmamizda kallus olusum oranlari, yontemlere ve eksplant tiplerine gore degisim
gostermistir. Ortalama kallus olusum oran1 bakimindan, hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin
embriyo eksenine gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Wang et al. (2011),
Rheum franzenbachii Munt.’da en yiiksek kallus olusumunun yaprak eksplantlarindan (%58,3),
2 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edildigini bildirmislerdir. Yine,
Rheum’da yapilan birgok ¢alismada kallus olusumu i¢in hipokotil eksplantlarinin daha basarili
oldugu sonucuna varilmistir (Farzami Sepehr and Ghorbanli 2002; Tabin et al. 2016; Tuncer
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ve Gilinsan 2017). Diger taraftan, Rheum’da yapilan ¢aligmalarda tek basina oksin tiplerinin
kullanilmast kallus olusumunu 6nemli Ol¢iide arttirmistir. R. coreanum Nakai’de iizerine
yapilan bir ¢alismada (Mun and Mun 2016), 0,3 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda en yiiksek
kallus olusum orani kaydedilmistir. Benzer sekilde, Rheum webbianum Royle’de en yiiksek
kallus olusum oran1 (%100), 0,5 mg/l 2,4-D ile desteklenmis MS ortamlarinda elde edilmistir
(Rashid et al. 2014).

In vitro ortamda gelisen kalluslar bitki tiiriine, eksplant tipine ve besin icerigine bagl
olarak renk bakimindan degisiklik gostermektedir (Winarto et al. 2011; Jia et al. 2014). Bu
aragtirmada farkli yontemlerden ve eksplantlardan elde edilen kalluslarda farkli renkler
gozlemlenmis ve bu kalluslarin her birinin farkli rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu
gbzlenmistir. Bulgularimizda 30 nolu yontemde gelisen kalluslarin agik yesil ve yesil renkli
oldugu ve bu kalluslarin yiiksek rejenerasyon etkinline sahip oldugu tespit edilmistir. Winarto
et al. (2011), calismalarinda kallus renklerinin yesilden agik yesile dogru degistigini ve her bir
farkli renkteki kalluslarin 151k altinda farkli rejenerasyon kapasitesine sahip oldugunu rapor
etmiglerdir. Yine bu ¢alismada, yesilden agik yesile kadar degisen kallus renklerinin yiiksek
rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu, kizil-sar1 kalluslarin ise en diisiik rejenerasyon
etkinligine sahip oldugu bildirilmistir. Yine arastirmamizdaki bulgularimiza benzer sekilde, Jia
et al. (2014) kallustan kok ve siirgiin farklilasmasinda kallus renginin 6nemli bir kriter oldugunu

vurgulamiglardir.

Bitki rejenerasyonu, totipotensiyi temel alan bitki doku kiiltlirliniin ana unsurunu
olusturmaktadir. Bitki rejenerasyonu organogenesis ve somatik embriyogenesis olmak iizere
iki temel sisteme baghidir (Bhatia and Bera 2015). Somatik embriyogenesis ve organogenesis
yolluyla siirgiin ve kok rejenerasyonu kapasitesi, kiiltiir ortami bilesenleri, bitki tiirii ve eksplant
tipine gore degismektedir. Ozellikle oksin ve sitokinin tipi bitki biiyiime diizenleyicileri doku
kiiltirtinde bitki rejenerasyonu igin biiyiik bir 6neme sahiptir (Hill and Schaller 2013). Genel
olarak sitokinin tipi BBD’lerin siirgiin ve k6k olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir. Ancak son
yillarda yapilan g¢alismalar bitki tiiriinlin i¢sel oksin seviyesine bagli olarak oksin ve
sitokininlerin birlikte kullaniminin siirgiin ve kok rejenerasyonunu biiyiik oranda arttirdigini
bildirmistir (Gutiérrez et al. 2011). Bu durumun temel nedeninin eksojen olarak uygulanan
oksinin, sitokinin sinyal yolunun aktivasyonu saglayip ve bunun sonucunda igsel sitokinin
tiretimini saglayarak organogenik yanitlarin artmasina yol acan bir mekanizmaya yonelik
oldugu diisiiniilmektedir (Pernisova et al. 2009; Verma et al. 2021). Bununla birlikte Khan et
al. (2022), R. spiciforme’de yiiksek sitokinin (BAP ve KIN) konsantrasyonlarinin kallustan
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dogrudan koklenme sagladigi, buna karsin yiiksek sitokinin ile birlikte GA3 uygulamasinin

slirgiin olusumunu saglayarak bitki rejenerasyonunu arttirdigini bildirmislerdir.

Arastirmamizda ayn1 ortamda farkli eksplantlarda ve hatta ayni eksplant iizerinde farkli
rejenerasyon sistemleri (organonogenesis ve somatik embriyogenesis) gozlemlenmistir.
Nitekim, Ouyang et al. (2016), Metabriggsia ovalifolia bitkisinde ayni ortamda hem
organogenesis hem de somatik embriyogenesis sistemlerini gozlemlemislerdir. Arastirmada, 1.
asamadaki en yiiksek direkt organogenesis oran1 3,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l NAA (12 nolu
yontem) ve 3,0 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3 (13 nolu yontem) iceren MS
ortaminda ve 151kl kosullarda, en yiiksek indirekt organogenesis orant ise 1,0 mg/l BAP + 1,0
mg/l KIN + 1,0 mg/l 2,4-D (36 nolu yontem) iceren MS ortaminda ve karanlik kosullarda
meydana gelmistir. Bu sonugclar yiiksek miktarda sitokinin igeren ortamlarin ve 1s1kli kosullarin
direkt organogenesisi, esit miktarda oksin ve sitokinin i¢eren ortamlarin ve karanlik kosullarin
ise kallus olusumu aracilifiyla organogenesisi tesvik ettigini gostermistir. Yapilan bazi
arastirmalarda sitokinin ve oksinin esit konsantrasyonlarda kullanilmasi durumunda siirgiin
rejenerasyonunun gergeklestigi bildirilmistir. Rheum emodi Wall.’de yapilan bir ¢alismada
(Tabin et al. 2018) en yiiksek siirgiin olusumunun 15 pM BAP ile 15 uM IBA igeren MS
ortaminda, yine benzer sekilde Rheum spiciforme’de yaprak eksplantlarindan elde edilen en
yiiksek siirgiin rejenerasyonun 15 uM BAP ve 15 uM 2,4-D igeren MS ortaminda elde edildigi
bildirilmistir (Tabin et al. 2016). Ayrica arastirmamizda, eksplantlarin direkt ve indirekt
organogenesis oranlar1 ortam igerigine gore degisim gostermistir. Bu durum arastirmada
kullanilan eksplantlarin i¢sel hormon diizeyiyle agiklanabilir. Diger taraftan sitokinin tipi bitki
biiylime diizenleyicileri siirgiin olusumu {izerine yiiksek etki gostermesine ragmen bazi bitki
tirlerinde yetersiz kalmaktadir. Bu bakimdan yapilan birden fazla ¢alismada (Xiao et al. 2016;
Hesami et al. 2018; Thakur et al. 2018), sitokinin tiirevleriyle birlikte GA3’{in kullanilmasiyla

stirgiin olusumu ve ¢ogaltimini arttirdig bildirilmistir.

Arastirmada somatik embriyogenesis degerlendirmelerine gore, en yliksek direkt
somatik embriyogenesis orani 4,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l 2,4-D (23 nolu yontem) igeren 1s1kl1
MS ortaminda ve 2,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l 2,4-D (33 nolu yontem) ve 2,0 mg/l BAP + 2,0 mg/I
2,4-D (34 nolu yontem) iceren MS ortaminda karanlik kosullarda, en yiliksek indirekt somatik
embriyogenesis orani ise 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l KIN + 1,0 mg/l 2,4-D (30 nolu yontem)
igeren MS ortaminda karanlik kosullarda meydana gelmistir. Lal and Ahuja (1989), R. emodi’de
10,0 uM BAP + 5,0 uM IBA igeren MS ortaminda direkt somatik embriyogenesis elde
etmiglerdir. Benzer sekilde, Khan et al. (2022), R. spiciforme’de 1,0 uM NAA + 25 uM BAP

ile desteklenen MS ortaminda direkt somatik embriyo olusumunu gézlemlemislerdir. Bu
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sonuclar ile yiliksek sitokinin konsantrasyonlarinin direkt somatik embriyogenesis
indiiksiyonunda etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica somatik embriyojenesis siireci, Gymnema
sylvestre (Kumar et al. 2002), Psoralea corylifolia (Chand and Sahrawat 2002) ve Holostemma
ada-kodien (Martin 2003) gibi tibbi bitkilerde kullanilmistir.

Arastirmamizda ikinci asamada indirekt organogenesis ve indirekt somatik
embriyognesis olusumu i¢in birinci asamada embriyo ekseni (E-kallus), hipkotil (H-kallus) ve
kotiledon (K-kallus) eksplantlarindan 30 nolu yontemden elde edilen 14 giinliik kalluslar
kullanilmistir. Yine bu arastirmada en yiiksek indirekt organogenesis 2,0 mg/l BAP + 2,0 mg/|
KIN + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/1 GA3 (5 nolu ortam) igeren MS ortaminda meydana gelirken,
en yiiksek indirekt somatik embriyogenesis 2,0 mg/l BAP + 2,0 mg/l KIN + 1,0 mg/1 GA3 (6
nolu ortam) igeren MS ortaminda meydana gelmistir. Aragtirmamizda oldugu gibi bir¢ok tibbi
bitkide in vitro rejenerasyon sistemleri arastirilmis, etkili indirekt organogenesis ve somatik
embriyogenesis yontemleri gelistirilmistir. Coccinia cardifolia’da yapilan ¢alismada 2,0 mg/I
BAP + 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda yiiksek oranda indirekt organogenesis elde
edildigini bildirilmistir (Sarkar and Alam 2022). Yine Raju et al. (2022) arastirmalarinda,
Alocasia amazonica’da en yiiksek indirekt organogenesis oranin 1,5 mg/BAP + 0,5 mg/l NAA
iceren MS ortaminda oldugunu rapor etmislerdir. Coffea arabica L.’de en yiiksek somatik
embriyogenesis orani ise 1,1 mg/l BAP + 0,5 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda oldugunu tespit
edilmistir (Avila-Victor et al. 2023). Yine Chib et al. (2020) arastirmalarinda Crocus sativus’da
en yiiksek somatik embriyogenesis oraninin 1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l 2,4-D igeren MS
ortaminda oldugunu bildirmislerdir. Dahasi, eksplantlarin karanlik sartlarda kiiltiire alinmast,
bircok bitki tiirlinde adventif siirgiin rejenerasyonunu olumlu yonde etkilemis ve uzamasini
saglamistir (Bassan et al. 2011; Marin et al. 2016; Verma et al. 2020; Zhang et al. 2018).
Arastirmamizda BBD’lerin yani sira, arastirmada kullanilan tiim eksplantlarinin baslangigta
karanlik inkiibasyonunun direkt organogenesis ve somatik embriyogenesis i¢in Onemli
oldugunu gostermistir. Bunun nedeni, 15181n, BBD’lerin biyosentezi ile iligkili genlerin ifadesi
tizerinde negatif bir diizenleyici etkisi olmasindan kaynaklanmig olabilir (Morelli and Ruberti
2000; Luccioni et al. 2002; Devlin et al. 2003; Pierik et al. 2004).

Aragtirmamizda eksplant basina bitki sayminin, eksplant tipi ve rejenerasyon sistemine
gore degisiklik gosterdigi belirlenmis olup bu faktorlerin bitki rejenerasyonunda onemli etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Arastirmamizda birinci ve ikinci asamadaki verilere gore
eksplant bagina bitki sayis1 bakimindan dort farkli rejenerasyon sistemlerinden (DOBS, 10BS,
DSEBS ve ISEBS) elde edilen en yiiksek bitki sayisma sahip 15 ydntem/ortam belirlenmistir.
Bulgularimizda eksplant basina en yiiksek bitki sayisinin (EBBS) 1,15 adet/eksplant ile
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embriyo ekseninin 13 nolu yontemde (3 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3) kiiltiire
alinmasi sonucu elde edilmistir. Bu bitkilerin tamamina yakininin direkt organogenesis
kaynakli bitki oldugu belirlenmistir. Bu rejenerasyon sistemini hipokotil eksplantinin 13 (3
mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3) ve 20 nolu (4 mg/l KIN + 0,2 mg/l NAA + 1,0
mg/l GA3) yontemlerde kiiltiire alindig1 sistemler izlemistir. Ayn1 bitkide ¢alisan, Tuncer ve
Giinsan (2017), eksplant basina en yiiksek bitki sayisini hipokotil eksplantlarinin 2,0 mg/l BAP
+ 1,0 mg/l IBA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmasindan elde etmislerdir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 arastirmamizin 25 nolu yontemiyle paralellik gostermektedir. Benzer sekilde,
Rheum ‘un diger tiirlerinde farkli BAP ve IBA’nin farkli konsantrasyonlart ile desteklenen MS
ortamlarinda siirgiin olusumunun yiiksek oldugu ve en yiiksek siirgiin olusumunun 2 mg/l BAP
ile 1 mg/l IBA igeren MS ortaminda meydana geldigini bildirilmistir (Roggemans and Claes
1979; Lal and Ahuja 1989; Lassus and Voipio 1994; Tuncer and Giinsan 2017; Malik et al.
2010). Yine Rheum coreanum Nakai lizerinde yapilan baska bir ¢alismada, in vitro kosullarda
elde edilen kalluslardan en yiiksek siirgilin rejenerasyon orani 2,0 mg/l BAP ile 0,2 mg/l NAA
igeren MS ortaminda belirlenmistir (Mun and Mun 2016). Diger taraftan Rheum emodi Wall.’de
en yliksek siirgiin rejenerasyonu, 10 uM BAP ve 5 pM IBA ile desteklenmis siv1 ve katt MS
ortamlarindan elde edilmistir (Malik et al. 2010). Singh and Chaturvedi (2022) Rheum
emodi’de en yiiksek indirekt siirglin olusum oraninin 7,5 uM BAP + 0,5 uM NAA + 0,5 uM
IAA igeren MS ortaminda, en yiiksek direkt siirgiin olusum oranin1 ise 10,0 uM BAP + 0,5 uM
IBA + 1,0 uM IBA igeren MS ortaminda oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan, farkli doku
kaynakli kalluslarin eksplant olarak kullanildig: 2. agamada ise en yiiksek eksplant bagina bitki
sayist 5 nolu (2,0 BAP + 2,0 KIN + 0,2 NAA + 1,0 GA3) ortamda belirlenmistir. 2. Asamada
kullanilan kallus eksplantlarindan organogenesis ve somatik embriyogenesis kaynakli bitki
sayilarinin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Sonuglarimiz, siirgiin indiiksiyon
ortamindaki daha ytiksek sitokinin konsantrasyonlarinin daha diisiik oksin konsantrasyonlariyla

birlikte siirgiin olusumunu tercih ettigi kavramiyla uyumlu olmustur (Sugimoto et al. 2011).

Cok sayida bitki tiirlinde somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu basarili
bir sekilde uygulanmaktadir. Ancak kiiltiir sartlari, bitki biiyiime diizenleyicilerinin
konsantrasyonlari, kullanilan bitki genotipi somatik embriyo indiiksiyonu i¢in belirleyicidir.
Somatik embriyogenesisteki en 6nemli sorunlardan biri somatik embriyolarin bitkiciklere
donilisim oraninin diisiik olmasidir. Aragtirmamizda meydana gelen somatik embriyolarin
tamaminda bitki rejenerasyonunun ger¢eklesmedigi belirlenmistir. Etienne et al. (1993), diisiikk
dontisiim oranlarinin, diisiik somatik embriyo kalitesinden ve ¢esitli tiirlerde olgunlagma ve

kuruma toleransi eksikliginden kaynaklandigin1 géstermistir. Bununla birlikte etilen, absisik
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asit, aktif karbon ve besin ortaminda kullanilan bilesenler stres faktorii olarak algilanip, embriyo
olusumunu globiiler ya da torpidodan kotiledon asamasina geg¢is doneminde durdurabilir. Bu
stireg somatik embriyogenesisin totipotensi etkinliginin yitirilmesine sebep olup, bitkiye
doniisebile kapasitesini azaltmaktadir (Ochatt and Revilla 2016). Diger taraftan, Garcia et al.
(2019), somatik embriyolardaki bu sorunlarin bir diger nedeninin stres faktorleri altinda

meydana gelebilecek genetik veya epigenetik degisiklikler oldugunu bildirmislerdir.

Mikrocogaltim siireclerinde istenmeyen varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu
varyasyonlar somaklonal varyasyon olarak adlandirilmaktadir. Mikrogogaltim ¢alismalarindaki
en temel hedef ana bitki ile ayn1 genetik yapiya sahip bitkileri elde etmektedir. Bu nedenle,
rejenerasyon sistemlerinin genetik uygunluk agisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. Daha
onceki bir¢ok calismada, farkli rejenere bitkilerin genetik kararliligini ve somaklonal
varyasyonunu belirlemek i¢in farkli PCR tabanli molekiiler markér teknikleri kullanilmigtir
(Tippani et al. 2019; Natarajan et al. 2020; Uma et al. 2021). SCoT teknigi basit, tekrarlanabilir
ve kolay ulasilabilir 6zelliklerinden dolay1 istiin avantajlara sahip markor sistemidir. Bu agidan,
bu teknik RAPD ve ISSR veya diger tek primer amplifikasyon markor sistemleriyle benzerdir.
Ancak yapilan calismalar sonucunda RAPD ve ISSR markdrlerinden daha tekrarlanabilir
oldugu bildirilmistir (Collard and Mackill 2009; Xiong et al. 2011; Mahjbi et al. 2015; Amom
et al. 2020; Gogoi et al. 2020; Tikendra et al. 2021b; Al-Khayri et al. 2022). Bu nedenle gerek
yukaridaki nedenlerden ve gerekse Rheum ribes’e ait dizi bilgisi olmamasi nedeniyle bu
aragtirmada bitki sayis1 bakimmdan en yiiksek olan rejenerasyon sistemlerinin somaklonal
varyasyon bakimindan degerlendirilmesi SCoT markorii araciligiyla gergeklestirilmistir.
Arastirmamizda SCoT markdriiniin  somaklonal varyasyonu belirlemede kullanabilecegi
gosterilmistir. Benzer sekilde bir¢ok bitki tiiriinde [seker kamisi (Sathish et al. 2018), Annona
reticulata L. (Kudikala et al. 2020), Orkide (Dendrobium fimbriatum) (Tikendra et al. 2021b),
Scutellaria baicalensis (Gawronski and Dyduch-Sieminska 2022), Tylophora indica (Mamgain
et al. 2022), Withania somnifera (Ismail et al. 2022) ve Hemerocallis fulva (Shalan et al. 2023)]
yapilan in vitro ¢alismalarda elde edilen rejenere bitkilerde SCoT markorii kullanilarak
somaklonal varyasyon basarili bir sekilde belirlenmistir. Bu arastirmada, SCoT analizi i¢in 20
primer kullanilmis ve SCoT primerlerinin ortalamasina gére monomorfik bant sayis1 11,9 iken
ortalama polimorfik bant sayis1 ise 4,75 olarak belirlenmistir. Ismail et al. (2022), in vitro
Withania somnifera rejenere bitki fidelerinin genetik kararliliginin belirlenmek i¢in SCoT,
SRAP ve DNA barkodlama tekniklerini kullanmislardir. Arastirmacilar, SCoT primerlerinin
her biri igin ortalama 11 bant olmak tizere toplam 132 bant iirettigini ve SCoT verileri

kullanilarak olusturulan filogenetik agagla incelenen bitki 6rnekleri arasinda genetik ¢esitliligi

94



ortaya koymuslardir. Diger taraftan, arastirmamizda primerlerin polimorfik bilgi i¢eriklerinin
(PIC), 0,077 (SCoT-21 primeri) ile 0,110 (SCoT-2 ve SCoT-29) arasinda degistigi, primerlerin
PIC degeri bakimindan benzer degerlere sahip oldugu tespit edilmistir. Bunun muhtemel
nedeni, kullanilan primerden ziyade meydana gelen bitkiler arasindaki yiiksek genetik
karaliktan kaynaklandigr  disiiniilmektedir. Nitekim, Arastirma sonuglarina gore,
mikrogogaltim sistemleri arasindaki benzerlik katsayilar1 0,845-0,991arasinda degisim
gostermistir. Dahasi, farkli sistemlerden meydana gelen rejenere bitkilerin ana bitki ile
arasindaki benzerlik katsayilar1 0.904 ile 0.991 arasinda degisim gostermistir. Ana bitkiyle en
yiiksek benzerlik 0,991 ile hipokotil eksplantinin 6 nolu rejenerasyon sisteminde (3,0 mg/l BAP
+ 1,0 mg/l NAA igeren MS ortami) kiiltiir edilmesi sonucu direkt somatik embriyogenesis
kaynakli bitkilerde belirlenmistir. Dahasi, gerek bu deger ve diger rejenerasyon sistemleriyle
ana bitkiyle elde edilen benzerlik degerlerinin mikrogogaltim agisindan kabul edilebilir
diizeyde olmasmma ragmen bu bulgularimiz farklilasma durumu olmadan kiiltiirlenen
meristemlerin normal veya normale yakin bitki iiretme potansiyeline sahip oldugu gergegini
dogrulamaktadir (Peschke and Phillips 1992).

Arastirmamizda kallus asamasinin aracilik ettigi indirekt organogenesis ve somatik
embriyogenesisten gelen rejenere bitkilerdeki genetik kararliligin direkt rejenerasyon
sistemlerinden daha diisiik oldugu belirlenmistir. Arastirmamizda elde edilen bu bulgulara
benzer olarak yapilan diger ¢alismalarda da kallus yoluyla elde edilen rejenere bitkilerin daha
yiiksek polimorfizime sahip oldugu bildirilmistir (Sadhu et al. 2020; Khor et al. 2020; Dilkalal
et al. 2021; Manokari et al. 2021; Rai 2023). Gerek bizim arastirmamiz ve gerekse daha 6nceki
aragtirma sonuglar1 kallus veya protoplast gibi hiicrelerin araciligiyla elde edilen bitkilerin
somaklonal varyasyona daha duyarli oldugunu gostermistir (Rani and Raina 2000; Rai et al.
2012). Dahasi, direkt rejenerasyon sistemleri, indirekt yolla karsilastirildiginda, kallus
indiiksiyon siireci nedeniyle bitki rejenerasyounu i¢in daha uzun bir siireye sahip olmasi siklikla
somaklonal varyasyonla iligkilendirilmektedir (Miguel and Marum, 2011; Bahmankar et al.
2017). Sonug olarak, bulgularimiz dogrudan eksplanttan gergeklestirilen de novo ¢ogaltma
sistemlerinin, kallus faz1 yoluyla rejenerasyonun meydana geldigi sistemlerden genetik olarak

daha kararli oldugu gergegini desteklemektedir (Grzegorczyk-Karolak et al. 2021).

Somaklonal varyasyonu etkileyen faktorlerden biri de rejenerasyon sistemidir.
Rejenerasyon sistemleri genetik stabilite agisindan yiiksekten diistige dogru stirgilin uclari veya
bogum eksplantlar1 gibi 6nceden olusmus yapilarla mikrogogaltma; adventif olarak iiretilen
stirglinler, somatik embriyogenesis ve kallus, hiicre ve protoplast kiiltiirlerinden organogenesis

olarak siralanir (Swartz et al. 1991; Sarmah et al. 2017). Arastirmamizda somatik
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embriyogenesis kaynakli bitkilerin genetik kararliklarinin organogenesis kaynakli bitkilere
kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Somatik embriyolar, tek hiicrelerden ortaya cikar ve
bu nedenle somatik embriyogenesis yoluyla meydana gelen rejenerasyon kimera olusumunu
azaltmaktadir. Bununla birlikte, somatik embriyogenesis, organogenesis ile karsilastirildiginda
daha az oranda somaklonal varyasyona neden olmaktadir (Giri et al. 2004). Dahasi, yapilan
genetik analizler, somatik embriyogenesis yoluyla rejenere edilen bitkilerin, somatik embriyo
olusumu tarafindan dayatilan daha kat1 genetik gereksinimler nedeniyle organogenesis yoluyla

rejenere edilenlere gore daha az mutasyon icerdigini gostermistir (Hao and Deng 2002).
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SONUCLAR ve ONERILER

Bu arastirma, Rheum ribes bitkisinin in vitro mikrogogaltimi ve somaklonal
varyasyonunun belirlenmesi iizerine yapilmistir. Arastirmanin sonuglar1 ve onerileri asagida

Ozetlenmistir.

1. Buarastirmada ¢imlenme orani bakimindan embriyolarin tohuma gore daha yiiksek
bir ¢imlenme oranina sahip oldugu, tohumdaki ¢imlenme oraninda diistikliigiin
sebebinin ise embriyoyu ¢evreleyen dokularda bulunan inhibitérlerden
kaynaklanmis olabilecegi sonucuna varilmistir. Yine arastirmada, Rheum ribes
tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesinde 1,75 mg/l GA3 ve 1 mg/l IBA igeren %2
MS ortaminin kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

2. On denemelerde kiiltiir ortamlarinda 0,7 mg/I PVP kullanilmasimnin ve eksplantlarin
2 hafta boyunca karanlik bir ortamda kiiltiire alindiktan sonra 151k kosullarinda 3
hafta siireyle alt kiiltiire alinmasinin dokularda kararmayi kontrol etmek igin etkili

bir yontem oldugu bulunmustur.

3. Rheum ribes’te farkli eksplantlar (embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon ve bu
eksplantlardan kaynakli kallus eksplantlar1) kullanarak somatik embriyogenesis
ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro mikrogogaltim
sistemi gelistirilmesi igin yiiriitiilen bu arastirmada, doku parametreleri iizerine
eksplant tipinin, bitki biiylime diizenleyicileri ve miktarlarini igeren ortam ile kiiltiir

sartlarindan olusan yontemin etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir.

4. Arastirma sonucunda eksplant basina bitki sayis1 (1,15 adet) bakimindan en iyi
rejenerasyon sistemi embriyo ekseni ve hipokotil eksplantlarinin 3,0 mg/l BAP +
0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3 igeren MS ortaminda (13 nolu yontem) kiiltiire
alindigr yontemde elde edilmistir. Ancak, bu degerin daha yukarilar1 ¢gikarilmasi

icin yeni ¢aligmalarin yapilmasi dnerilmektedir.

5. Arastirmada kullanilan eksplantlara ve ortamlara bagli olarak ayni ortamda ve hatta
ayni eksplant iizerinde farkli rejeresayon sistemleri (organogenesis veya somatik

embriyogenesis) kaynakli rejenere bitki olusumlar: goriilmiistiir.

6. Arastirmada SCOT analizi verilerine gore, kallus asamasinin aracilik ettigi indirekt
organogenesis ve somatik embriyogenesisten gelen rejenere bitkilerdeki genetik
kararliligin direkt rejenerasyon sistemlerinden daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Yine arastirmada, somatik embriyogenesis kaynakli bitkilerin genetik
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kararliklarinin organogenesis kaynakli bitkilere kiyasla daha ytiksek oldugu tespit

edilmistir.

7. Meydana gelen rejenere bitkilerin ana bitki ile arasindaki benzerlik katsayilar1 0,904
ile 0,991 arasinda degisim gostermistir. Ana bitkiyle en yiiksek benzerlik 0,991 ile
yine en yiiksek ekspalnt basina bitki sayisinin meydana geldigi (1,08) hipokotil
eksplantinin 6 nolu rejenerasyon sisteminde (3,0 BAP + 1,0 NAA igeren MS
ortami) belirlenmistir. Bu rejenerasyon sistemi, bu 6nemli tibbi bitkinin biiyiik
Olcekli yayilimi, germplazm korunmasi ve genetik transformasyon igin

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

8. SCoT markdr analiz sonuglarina gore, elde edilen benzerlik degerlerinin
mikrocogaltim acisindan kabul edilebilir diizeyde oldugu sonucuna varilmstir.
Ancak, bulgularimiz farklilasma durumu olmadan kiiltiirlenen meristemlerin
normal veya normale yakin bitki iiretme potansiyeline sahip oldugu olgusunu

dogrulamstir.
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