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ÖZET 

DOKTORA TEZİ 

IŞKINDA (Rheum ribes L.) İN VİTRO MİKROÇOĞALTIM VE SOMAKLONAL 

VARYASYONUN BELİRLENMESİ 

Muhammed ALDAİF 

Danışman: Prof. Dr. Murat AYDIN 

Amaç: Bu araştırmanın amacı Rheum ribes’te farklı eksplantlardan somatik embriyogenesis 

ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro mikroçoğaltım sistemi 

geliştirmektir. Yine araştırmada, en yüksek rejenerasyon etkinliğinin meydana geldiği 

sistemlerin somaklonal varyasyon bakımından değerlendirilmesi SCoT markör tekniği 

kullanılarak tespit edilmiştir.  

Yöntem: Mikroçoğaltım çalışmaları iki aşamada yürütülmüştür. Birinci aşamada olgun 

tohumdan temin edilen embriyo ekseni eksplantı ile in vitro şartlarda çimlendirilen embriyo 

eksplantından elde edilen 7 günlük fidelerden alınan kotiledon ve hipokotil eksplantları farklı 

bitki büyüme düzenleyicileri ve miktarlarını içeren ortam ile kültür şartlarından oluşan 36 farklı 

yöntemde kültüre alınmıştır. İkinci aşamada ise, birinci aşamada en iyi kallus oluşumunun 

meydana geldiği ortamda kültüre alınan (30 nolu yöntem) embriyo ekseni, kotiledon ve 

hipokotil kaynaklı kalluslar eksplant olarak kullanılmış ve bu eksplantlar 8 farklı ortamda 

kültüre alınmıştır. Her iki aşama sonunda rejenerasyon etkinliği bakımından en iyi olan 15 adet 

rejenerasyon sistemi belirlenmiş ve bu sistemlerde meydana gelen rejenere bitkilerin genetik 

kararlılığı 20 adet SCoT primeri kullanılarak tespit edilmiştir.  

Bulgular: Doku parametreleri üzerine eksplant tipinin ve farklı bitki büyüme düzenleyicileri 

ve miktarlarını içeren ortam ile kültür şartlarından oluşan yöntemin etkisinin önemli olduğu 

belirlenmiştir.  Eksplant başına en fazla bitki sayısı (1,15 adet) embriyo ekseni ve hipokotil 

eksplantlarının 3,0 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3 içeren MS ortamında kültüre 

alındığı yöntemden elde edilmiştir. SCoT analiz sonuçlarına göre ana bitki ile rejenerasyon 

etkinliği en iyi olan sistemden meydana gelen rejenere bitkiler arasındaki benzerlik katsayısı 

0,904 ile 0,991 arasında değişim göstermiştir. Ana bitkiyle en yüksek benzerlik 0,991 ile 

hipokotil eksplantının 6 nolu rejenerasyon sisteminde (3,0 BAP + 1,0 NAA içeren MS ortamı) 

kültür edilmesi sonucunda meydana gelen bitkilerde belirlenmiştir. 

Sonuç: Rheum ribes’te farklı eksplantlardan (embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon ve bu 

eksplantlardan kaynaklı kallus eksplantları) somatik embriyogenesis ve/veya organogenesis 

yoluyla etkili ve tekrarlanabilir in vitro mikroçoğaltım sistemleri geliştirilmiştir. Dahası, SCoT 

markör analiz sonuçlarına göre, elde edilen benzerlik değerlerinin mikroçoğaltım açısından 

kabul edilebilir düzeydedir. Bu sonuçlara göre, araştırma kapsamında geliştirilen rejenerasyon 

sistemlerinin, tıbbi ve endemik olan bu bitkinin büyük ölçekli yayılımı, germplazm korunması 

ve genetik transformasyon için kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Bitki rejenerasyonu, embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon, organogenesis, 

somatik embriyogenesis, SCoT.  

Haziran 2023, 133 sayfa 
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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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DOO Direkt organogenesis oluşum oranı 
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İSEO İndirekt somatik embriyogenesis oluşum oranı 
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İOBS İndirekt organogenesis kaynaklı bitki sayısı 

DSEBS Direkt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayısı 

İSEBS İndirekt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayısı 

EBBS Eksplant başına rejenere bitki sayısı 

DNA  Deoksiribonükleik asit 

IAA  İndol-3-asetik asit 

IBA İndol-3-Bütirik Asit 

BAP 6-Benzilaminopurin 

KIN  Kinetin 

2,4-D 2,4-Diklorofenoksiasetik asit 

NAA 1-Naftaleneasetik asit 
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mT  meta-Topolin 
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MS  Murashige and Skoog 
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AFLP Çoğaltılmış Parça Uzunluğu Polimorfizmi 
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SSR (Simple Sequence Repeat) Basit Dizi Tekrarları 
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MB Monomorfik bantları 

PB Polimorfik bantları 
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PIC Polymorphism Information Content (Polimorfik Bilgi İçeriği) 

D (Discriminating power) Ayırt etme gücü 

R (Resolving power) Çözme gücü 
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GİRİŞ 

İnsanın temel ihtiyaçlarının kaynağı olan bitkiler gıda, tarım, ilaç, kozmetik, endüstri 

vb. alanlarda kullanılmaktadır (Pandith and Khan 2022). Özellikle bitkisel kökenli ilaçlara 

yönelik araştırmalardaki ilerlemeler ve deneyimler sonucunda, tıbbi ve aromatik bitkiler 

hastalıkların tedavisinde sağlık alanında geniş bir yelpazeye yayılmıştır. Dünya Sağlık 

Örgütü’nün araştırmalarına göre tıbbi amaçla kullanılan bitki sayısı yaklaşık 20.000’dir ve bu 

bitkilerin %20’si bitkisel ilaç olarak kullanılırken sadece %10’unun ticareti yapılmaktadır 

(Özkan and Deniz 2023). Yine, Dünya Sağlık Örgütü’nün tahminlerine göre, Asya ve Afrika 

ülkelerinin yaklaşık %75’i hala çeşitli hastalıkların tedavisi için geleneksel/alternatif tıp 

yöntemlerine güvenmektedir (Wani et al. 2013; Pandith et al. 2014). Aynı zamanda dünya 

genelinde doğal ürünlerin kullanımına yönelik talebin giderek artması, tıbbi ve aromatik 

bitkilerin kullanımını her geçen gün dahada fazla arttırmaktadır (Cadar et al. 2021). 

Polygonaceae familyası birçok tıbbi ve aromatik bitki türünü bünyesinde 

bulundurmaktadır. Polygonaceae familyası çok çeşitli bitkilerin yer aldığı çift çenekli ve kapalı 

tohumlu bitki grubundadır (Sanchez and Kron 2009). Ayrıca Polygonaceae familyası küresel 

ölçekte 48 cins ve 1200 tür içermektedir (Christenhusz and Byng 2016). Polygonaceae 

familyasına ait çok yıllık otsu bitki olan ravent (Rheum) yabani bir bitki olup, yüzyıllar boyunca 

belirli toplumlarda tıbbi açıdan büyük öneme sahip bitki türlerinden biri olmuştur (Pandith and 

Khan 2022). Rheum cinsinin tüm türlerinin temel kromozom sayısını x = 11 olduğu 

bildirilmiştir (Darlington and Wylie 1956; Fedorov 1969). Bilinen Rheum türlerinin yaklaşık 

%40’ının tetraploid, %48’inin diploid ve kalan %12’sinin ise hem diploid hem de tetraploid 

olduğu bilinmektedir (Ruirui et al. 2010; Saggoo and Farooq 2011). 

Rheum cinsi yaklaşık 60 türden oluşsa da (Sun et al. 2012), ‘The Plant List’ web 

sayfasında mevcut kayıtlara göre sadece 44 türün ismi kabul edilmiştir (Theplantlist 2023). 

Dünyada Rheum cinsi (ravent), başlıca Qinghai-Tibet Platosu ve bitişik alanlarındaki dağlık 

bölgelerde yaygın olarak bulunmaktadır (Wan et al. 2011). Çeşitli morfolojiye ve önemli 

endemizme sahip olan bu bölgeler, yaklaşık 60 bitki türünü bünyesinde bulunduran ve 500 ile 

5400 metre yükseklikteki sıcak, alpin ve sub-alpin bölgelerde kayalık, gözenekli ve humus 

açısından zengin topraklarda dağılım gösteren birçok cinse hem köken hem de çeşitlilik 

merkezleri oluşturmaktadır (Wu et al. 2003; Wan et al. 2011). 
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Rheum cinsi Asya’ya (Afganistan, Ermenistan, Azerbaycan, Bhutan, Çin, Hindistan, 

İran, Irak, Kazakistan, Lübnan, Moğolistan, Myanmar, Nepal, Pakistan, Suriye, Türkiye) özgü 

bir bitki olup, dağılım merkezi Asya’nın orta ve kuzey bölgeleridir (Pandith and Khan 2022). 

Özellikle, Hindistan’ın alt kıtasında Rheum cinsinin sekiz türü yer alırken bu türlerin altısı 

Keşmir bölgesinde dağılım göstermektedir (Srivastava, 2014). Diğer taraftan Rheum cinsi 

Avrupa ülkelerinde de yaygındır (Wu et al. 2003). Ancak bu bölgelerin dışında farklı bölgelerde 

de yetişmektedir (Libert and Englund 1989). Genel olarak, yüksek tıbbi değere sahip ravent 

türleri Batı Çin’in yüksek platolarında, Tibet’in kuzeyinde ve Moğolistan’ın güneyinde yer 

alırken, az tıbbi etkilere sahip türler ise Bhutan, Kuzey Hindistan, Himalaya, Sibirya, Asya ve 

Avrupa’da yer almaktadır (Foust 2014). 

Türkiye’deki Rheum cinsi üzerine ilk detaylı çalışma Cullen (1967) tarafından yapılmış 

ve sadece bir türün (Rheum ribes) Türkiye’de bulunduğunu bildirmiştir. Ancak daha sonra 

Türkiye’nin Güneydoğu Anadolu Florası’nda yapılan çalışmalar sonucunda, Adıyaman şehir 

merkezine yaklaşık 20 km uzaklığında bulunan Kayatepe köyünde farklı bir Rheum 

popülasyonu bulunmuştur. Rheum ribes ile karşılaştırıldığında türün özellikleri bakımından 

farklılık göstermesi sonucunda yeni tür Rheum telianum olarak tanımlanmıştır. Bu yeni tür 

Türkiye’de tel ışkını olarak adlandırılmıştır (İlçim and Karahan 2020). 

Rheum cinsinin İngilizce adı Rhubarb Türkçe adı ise Ravent’tir. Bitki, Türkiye’de 

“Işkın, Işgın, Eşgin, Uşkun, Uşgun, Uçgun, Revas, Rives ve yayla muzu” olarak da 

bilinmektedir. Işkın, Türkiye’nin Doğu ve Güneydoğu Anadolu Bölgeleri’nde yetişen tek yerli 

Rheum türü olarak kabul edilmiştir. Bu yabani ravent türü Sivas, Kars, Erzincan, Tunceli, 

Elâzığ, Muş, Ağrı, Iğdır, Bitlis, Erzurum, Van, Bingöl, Hatay, Malatya, Adıyaman, 

Kahramanmaraş ve Hakkâri illerinde dağılım göstermektedir (Tosun and Kızılay 2003; Bulut 

et al. 2016; Erbay and Sarı 2018; Üstün et al. 2018; Taşkın and Bulut 2019) (Şekil 1). 
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Şekil 1. Işkın (Rheum ribes) ve yakın akraba (Rheum telianum) türlerinin Türkiye’deki yayılışı 

Işkın (Rheum ribes L.), Polygonaceae familyasına ait olan tıbbi endemik bir bitkidir. 

Doğu ve Güneydoğu Anadolu Bölgeleri’nde Nisan, Mayıs ve Haziran aylarında 1000 – 4000 

m yüksekliklerde yetişen tıbbi endemik bir bitkidir.  Bu bitki genellikle sarımsı beyaz çiçek 

açan, 40–150 cm boylarında, çok yıllık, kazık köklü, kısa ve kalın rizomlar taşıyan otsu yabani 

bir türdür (Andiç et al. 2009). Ayrıca bitkinin uzun ve etli saplara sahip büyük yaprakları ve 

bileşik çiçek salkımları mevcuttur. Aynı zamanda, tohumları 9–15 mm boyunda iken sürgünleri 

40 cm yüksekliğe kadar büyüyebilen ve üstte yapraksız, tabanda ise yapraklıdır (Şekil 2) 

(Baytop 1984). Ravent, kabukları gövdeden uzaklaştırılarak çiğ olarak yenen ve yendiğin 

zaman ekşi tat (pH: 3.56) veren ve yeşil renge sahip bir bitkidir (Cullen 1967; Baytop 1997; 

Mohammed et al. 2018; Özyurt vd. 2021). 

Türkiye’deki ışkın, karasal iklim özelliklerine sahip, genel olarak toprağı sığ veya orta 

derinlikte olan çok taşlı bölgelerde doğal olarak yetişmektedir (Baytop 1984). Bu bölgelerde 

yıllık ortalama yağış miktarı ortalama 400 kg/m2’dir ve bu yağışların yaklaşık %40’ı Nisan, 

Mayıs ve Haziran aylarında düşmektedir. Yine bu bölgelerde ortalama en yüksek sıcaklık 37°C 

iken en düşük ortalama sıcaklık -37°C’dir. Eylül ayında erken donlar, Mayıs ayı sonunda ise 

geç donlar gözlenmektedir (Önal et al. 2019; MGM 2023).  

Işkın türleri genelde, %0,636 kül, %0,206 nitrojen, %1,292 ham protein, %1,798 ham 

lif, %1,760 total şeker, %1,643 invert şeker, %0,112 sükroz, %0,967 asit, 5,196 mg/100g C 

vitamini, 3,752 μg/g Fe, 1,132 μg/g Zn, 0,016 μg/g Pb, 0,501 μg/g Cu, 0,423 μg/g içermektedir 

(Andiç et al. 2009; Kızıl ve Tonçer 2014). Aynı zamanda, A, B, C ve E vitaminleri, alüminyum, 

kalsiyum, demir, potasyum, magnezyum, sodyum, fosfor, çinko, bakır ve selenyum gibi 
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mineraller açısından zengin bir kaynaktır ve krisofanol, fizyon, rehin, rutin, aloe-emodin, 

fizyon-8-o-glukozit, aloe-emodin-8-O-glukozit, sennozid a, rhaponticin ve flavonoidler dahil 

olmak üzere kimyasal bileşenleri bulunmaktadır (Munzuroğlu et al. 2000; Sayyah et al. 2009; 

Naemi et al. 2014). Diğer taraftan ışkın, tanen bakımından oldukça zengindir (Baytop 1999; 

Zeidali et al. 2021). 

 

Şekil 2. Işkın (Rheum ribes)’in genel görünümü (Babos 2011; POWO 2023). 

 

Malik et al. (2010), tarafından yapılan bir çalışmada, 6 aylık ravent köklerinde iki 

bileşik (krisofanol glikozit ve emodin glikozit), 9-12 aylık bitki köklerinde ise beş bileşiğin 

(krisofanol glikozit, emodin glikozit, krisofanol, emodin ve fisyon) belirgin bir şekilde mevcut 

olduğunu bildirmişlerdir. Bunun temel nedeni bu bileşiklerin dokudaki miktarının mekansal ve 

zamansal düzeyde farklılıklar göstermesidir (Pandith et al. 2014). Aynı zamanda bu bileşiklerin 

yoğunluğu doku tipine göre de farklılık göstermektedir. Bu teoriyi desteklemek adına Rokaya 

et al. (2012) yaptıkları çalışmada önemli flavonoid/antrokinon bileşenlerinde erken hasat edilen 

raventin rizomu ve yapraklarının daha az metabolit içerdiği sonucuna varmıştır, bu nedenle 

bitkisel ilaçlarda etkinliklerini kaybettiklerini belirtmişlerdir. Diğer taraftan yapılan farklı 

çalışmalarda Rheum’un içerdiği kimyasal bileşik çeşitliliği bakımından oldukça zengin olduğu 

belirlenmiştir. Bu kimyasal bileşikler (antrokinonlar, antosiyaninler, stilbenler, flavonoidler, 

diantironlar, antiraglikozitler, steroller, polifenoller, uçucu yağlar, organik asitler ve vitaminler) 

izole edilmiş ve yapıları birçok çalışma sonucunda aydınlatılmıştır (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). 
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Birden fazla ravent türü, birçok ülkede geleneksel tıp sistemlerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Zahedi et al. 2015; Khiveh et al. 2017 Roghani-Shahraki et al. 2021). Bu 

bitkinin türleri halk arasında antidiyabetik, antispazmodik, antibakteriyel, anti-inflamatuar, 

anti-Alzheimer antioksidan, antikanser ve anti tümör olarak bilinmektedir (Baytop, 1999; 

Özbek vd. 2002; Kuo et al. 2002; Tosun and Kızılay 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). Aynı zamanda, 

kan basıncını düzenleyici, sinir, karaciğer, böbrek, mide hastalıkları üzerinde koruyucu etkileri 

ile çiçek ve kızamık gibi salgın hastalıklar üzerine önemli etkiye sahiptir (Baytop 1999; Özbek 

et al. 2002; Abu-Irmaileh and Afifi 2003; Sayyah et al. 2009; Abdul Wahed et al. 2018). Bu 

etkileri ile ravent, farklı bölgelerde yüzyıllar boyunca farklı hastalıkların tedavisinde 

kullanılmış uzun bir geçmişe sahiptir. Yapılan çalışmalar ile Rheum cinsi yüksek metabolit 

içeriğe sahip olduğu bulunmuştur. Özellikle bitkinin içerdiği antrokinonlar, stilbenoidler ve 

flavonoidler gibi metabolitlerin ve/veya türevlerinin çeşitli hastalıkların tedavisi için 

farmakolojik etkililiğinin yüksek olduğu bilimsel araştırmalar sonucunda ortaya konulmuştur 

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

Gecibesler et al. (2021), Rheum ribes bitkisinden sekonder metabolitlerin izolasyonunu 

ve sentezlenen yeni yarı-sentetik antrokinonların biyolojik aktivitesini inceleyen bir çalışma 

gerçekleştirmiştir. Araştırmacılar, bitkinin etanolik özütünü kullanarak izolasyon işlemleri 

yapmış ve elde edilen bileşiklerin yapısını spektroskopik yöntemlerle belirlemişlerdir. Rheum 

bitkisinden etanolik özüt kullanılarak izole edilen bileşikler arasında “emodin, physcion, 

chrysophanol, rhein, aloe-emodin and sennoside A” gibi antrakinon türevleri ve flavonoid 

bileşikleri yer almaktadır. Ayrıca, sentezlenen yeni yarı-sentetik antrakinon bileşiklerinin de 

yapıları doğrulanmıştır. Bu bileşiklerin biyolojik aktiviteleri, antioksidan, antimikrobiyal ve 

antitümör etkinliklerini içeren bir dizi in vitro deney kullanılarak değerlendirilmiştir. Sonuçlar, 

Rheum ribes bitkisinden izole edilen bileşiklerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivite 

gösterdiğini, ayrıca sentezlenen yarı-sentetik antrokinon bileşiklerinin antitümör aktivite 

gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Halk tarafından ışkın, yetiştiği bölgede gövde kısmı, dış kabuğu soyularak 

tüketilmektedir. Bitlis’te turşusu yapılarak, Hakkâri’de uçkunlu kek ve uçkunlu dondurma 

olarak, Tunceli’nin bazı bölgelerinde ateşte pişirilerek, Erzurum ve Elazığ’da ise sebze olarak 

tüketilmektedir (Güvenç ve Kaya 1996; Avcı 2005). Diğer taraftan yetiştiği bölge içinde besin 

olarak tüketilmekle beraber tıbbi açıdan kullanımı da oldukça yaygındır (Korkmaz and Karakuş 

2015, Mohtashami et al. 2021; Mahroozade et al. 2021). 
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Türkiye genetik çeşitlilik ve endemik bitki türleri bakımından zengin bir ülke olmasının 

yanı sıra Türkiye tıbbi bitkilerin ticareti bakımından önemli ülkeler arasında yer almaktadır. 

Türkiye’de, genel olarak doğadan toplanan ve iç ve dış ticareti yapılan 347 tıbbi bitki türü 

bulunmaktadır ve bunların hemen hemen %30’unun dış ticareti yapılmaktadır (Faydaoğlu ve 

Sürücüoğlu 2011; UNComtrade, 2017). Bunun ışığında tıbbi bitkilerin ve bitkisel ilaçların 

üretimi ve tüketimi ile uluslararası ticareti oldukça önemli bir şekilde artmaktadır. Bu sebepten 

dolayı tıbbi bitkilere olan talep son zamanlarda oldukça artmaktadır. Bunların önemli bir kısmı 

doğadan toplanmaktadır (Bayramoğlu vd. 2009). 

Bu bitkilerin büyüme ortamlarında meydana gelen streslerin yanı sıra insanlar 

tarafından bilinçsizce toplanmaları bu bitkilerin nesillerinin tükenme riskini arttırmaktadır. 

Bununla birlikte, bitkisel ilaçların bir hammadde kaynağı olarak doğadan toplanması, genetik 

çeşitliliğin kaybolmasına ve habitat tahribatına neden olmaktadır. Antik çağlardan beri farklı 

rahatsızlıkları iyileştirmeye yönelik bitkisel tedavilere rağmen, bugün bile çok sayıda tıbbi bitki 

yabani yaşam alanlarından toplanmaktadır (Canter et al. 2005). Tıbbi bitkilerin doğadan 

bilinçsizce toplanması, tohumunun oluşmasını engellemekte ve bir sonraki dönemde ürün 

kaybına sebep olmaktadır. Bu durum ilerleyen yıllarda tıbbi bitkilerde ciddi kayıplara yol 

açabilmektedir. Bu sorun tıbbi bitkilerin kullanımını sınırlandırmaktadır. Bu sınırlamanın 

önüne geçebilmek için etkili in vitro çoğaltma tekniğine ihtiyaç duyulmaktadır (Arvas 2017). 

Bu nedenle doku kültürü yöntemleri tıbbi bitkilerin çoğaltımı için alternatif bir yöntem olarak 

kabul edilmektedir. Bu yöntem gerek nesli tükenmekte olan ve gerekse yetiştiriciliği oldukça 

zor olan önemli tıbbi ve aromatik bitkilerin in vitro çoğaltımını mümkün kılmaktadır (Coelho 

et al. 2020). 

Bitki biyoteknolojisi alanlarında yeni yollar açan doku kültürü teknikleri ile tüm bir 

bitkiden alınan bir parça (eksplant) ile kısa süre içinde ve aseptik şartlarda bir bitkinin çoğaltımı 

mümkündür (Babaoğlu vd. 2001; Dağla 2012). Genel olarak bitki doku kültürü bitki ıslahında 

(in vitro seleksiyon, in vitro melezleme, in vitro döllenme, in vitro germplazm muhafazası, gen 

transferi ve somaklonal varyasyon) ve bitki ıslahı dışında (mikroçoğaltım, meristem kültürü, 

sentetik tohum üretimi ve kimeralar, sekonder metabolit üretimi) uygulama alanlarına sahiptir 

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

Bitki doku kültürünün uygulama alanlarından biri olan mikroçoğaltım tekniği ile hızlı 

ve kısa sürede birçok bitki elde edilebilmektedir (Lemma et al. 2020; Zhou ve Wu 2006). 

Somatik embriyogenesis ve organogenesis mikroçoğaltım tekniğinde sıklıkla kullanılan 

rejenerasyon sistemleridir (Moyo et al. 2009). Somatik embriyogenesis, somatik dokulardan 

üretilen, bağımsız vasküler sisteme sahip olup kök ve sürgün aksini içeren iki kutuplu bir 
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yapının oluşmasına yol açan eşeysiz bir üreme sürecidir (Babaoğlu vd. 2001). Aynı zamanda, 

yaprak, kök veya çiçeğin kültürlenmiş eksplanttan somatik bir embriyonun geliştirildiği bir 

süreçtir. Somatik embriyogenesis, direkt somatik embriyogenesis ve indirekt somatik 

embriyogenesis olmak üzere iki süreçle gerçekleşmektedir. Direkt somatik embriyogenesiste, 

embriyolar doğrudan tek hücrelerden veya bir ara kallus fazı olmadan bir hücre grubundan 

oluşmaktadır. İndirekt somatik embriyogenesis ise eksplanttan kallusun üretildiği ve daha sonra 

embriyoların oluştuğu bir süreçtir (Razdan 2002; Asghar et al. 2023). Somatik embriyogenik 

oluşum safhalarında embriyo yapıları monokotiledon ve dikotiledon bitkilere göre farklılık 

göstermektedir. Dikotiledon bitkilerde embriyo gelişimi globular, kalp, torpido, kotiledon 

yapıları şeklinde meydana gelirken, monokotiledon bitkilerde ise globular, skutellar ve 

koleoptilar embriyo yapıları şeklindedir (Şekil 3) (Babaoğlu vd. 2001; Elhiti et al. 2013). 

Organogenesis, bağımlı vasküler sisteme sahip, kök veya sürgün aksini içeren yapının 

oluşmasına yol açan süreçleri kapsamaktadır. Aynı zamanda bir organın bir eksplanttan (kök, 

yaprak veya çiçek) geliştirildiği bir süreç olarak da bilinmektedir (Razdan 2002; Smith, 2012). 

Organogenesis, direkt organogenesis ve indirekt organogenesis olmak üzere iki kısma ayrılır. 

Direkt organogenesis, bir organın (sürgünler veya kökler) kallus fazı oluşmadan doğrudan 

dokudan geliştirilmesidir. İndirekt organogenesiste ise kallus fazından bir organ 

geliştirilmektedir (Şekil 3) (Babaoğlu vd. 2001). Bu mikroçoğaltım teknikleri kullanılarak, 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) türlerinde daha önce birçok başarılı çalışma yapılmıştır. 

Mikroçoğaltım çalışmalarının başarısı temel olarak eksplant, genotip ve besin ortamının 

içeriği gibi faktörlere bağlıdır. Özellikle eksplantın yaşı, tipi ve konumu hem somatik 

embriyogenesis hem de organogenesis için oldukça önemlidir (Shahzad et al. 2017; Desai et al. 

2022). Sürgün uçları, nodal tomurcuklar ve kök uçları yaygın olarak kullanılan eksplant 

kaynaklarıdır. Büyük eksplantlar kontaminasyon şansını artırabilir ve meristemler gibi küçük 

eksplantlar bazen daha az büyüme gösterebilir (Lemma et al. 2020).  Rheum cinslerinde yapılan 

doku kültürü çalışmalarında boğum, yaprak, embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon ve sürgün ucu 

gibi farklı eksplantları kullanılmıştır (Lassus and Voipio 1994; Farzami Sepehr and Ghorbanli 

2002; Malik et al. 2010; Tuncer ve Günsan 2017; Clapa et al. 2020; Wojtania and 

Mieszczakowska-Frąc 2021; Khan et al. 2022; Singh and Chaturvedi 2022) (Tablo 1). 
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Şekil 3. Bitki rejenerasyon yolu (Anonim 2023) 

Eksplantların sterilizasyonu, başarılı in vitro mikroçoğaltım için en önemli adımlardan 

biridir. Kalsiyum hipoklorit, sodyum hipoklorit, etanol, civa klorür, hidrojen peroksit veya 

gümüş nitrat gibi maddeler sterilizasyon için Rheum cinslerinde bitki doku kültürü 

çalışmalarında etkin bir şekilde kullanılmaktadır (Matkowski 2008; Mihaljevic et al. 2013). 

Mikroçoğaltım çalışmalarının başarısını etkileyen bir diğer önemli etken ise kültür 

ortamının içeriğidir. Kültür ortamı, makro ve mikro elementler, büyüme düzenleyicileri (oksin, 

sitokinin, giberellin, etilen vb.), vitaminler, organik bileşenler, besi ortamı katılaştırıcı maddeler 

(agar, fitajel vb.) ve şeker içermektedir (Sudheer et al. 2022). Rheum türlerinde yapılan in vitro 

mikroçoğaltım çalışmalarında temel besi ortamı olarak MS ortamı kullanılmıştır (Kozak and 

Saáata 2011; Wang et al. 2011; Tabin et al. 2014; Maithani 2015; Mun and Mun 2016; Tuncer 

ve Günsan 2017; Tabin et al. 2018; Clapa et al. 2020; Khan et al. 2022; Singh and Chaturvedi 

2022) 

Bitki büyüme düzenleyicileri (BBD), tüm bu bileşenler arasında önemli rol 

oynamaktadır. BBD’ler genel olarak oksinler (indol-3-asetik asit (IAA), 2,4-

diklorofenoksiasetik (2,4-D), naftalen asetik asit (NAA), indol-3-bütirik 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 oluşmaktadır (Şekil 4) (Rout 

et al. 2000; Rout and Das, 2004; Ziv and Naor, 2006; Pandey et al. 2011; Gana 2011; Keerthiga 

et al. 2012; Victório et al. 2012). 
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Şekil 4. Bitki büyüme düzenleyicilerinin ve brassinositeroidlerin temel yapıları (Asgher et al. 

2015) 

BBD’leri genel olarak, organ oluşumunu, hücre bölünmesini, doku farklılaşmasını, 

sürgün ve kök oluşumunu teşvik ederler. Aynı zamanda, sekonder metabolitlerin fazla 

miktarlarda elde edilmesine olanak sağlamaktadırlar (Rout et al. 2000; Malik et al. 2010; 

AbouZid, 2014). Oksin ve sitokininler, bitki doku kültüründe hücre büyümesi ve farklılaşması, 

kallus oluşumu, kallustan adventif sürgün ve kök oluşumu, sürgün ve kök çoğaltımı gibi 

süreçlerde önemli rollere sahiptirler (Şekil 5). 

Bitki büyüme düzenleyicileri, konsantrasyona bağlı olarak bitki doku ve hücre 

kültürlerini etkilemektedirler (Su et al. 2011). Oksin ve sitokinin uygun kombinasyonu ve 

konsantrasyonu kullanılarak, ilk kez tütün kallus kültürlerinde gösterilen kallus adı verilen 

farklılaşmamış hücre kitlesinden sürgün, kök ve embriyolar üretilmiştir (Skoog ve Miller, 

1957). 
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Şekil 5. İki bitki büyüme düzenleyicisi olan oksin ve sitokinin farklı oranlarının etkileri (George 

et al. 2008). 

Rheum türlerinde yapılan çalışmalarda farklı tipte oksin ve/veya sitokinin 

kombinasyonları kullanılmıştır. Örneğin, Khan et al. (2022), Rheum spiciforme türünde yaptığı 

çalışmalarında kallus oluşumu için BAP ve 2,4-D kombinasyonunu kullanırken, sürgün 

oluşumu için BAP ve NAA kombinasyonunu kullanılmışlardır. Diğer taraftan, R. rhabarbarum 

ve R. rhaponticum türlerinden sürgün oluşumu için sadece BAP, KIN ve meta-Topolin (mT) 

sitokininleri kullanılmış ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir (Tablo 1) (Kozak and Saáata 2011; 

Clapa et al. 2020). Ayrıca bazı çalışmalarda kallus oluşumu için sadece NAA ve 2,4-D oksinleri 

kullanılmıştır (Maithani 2015; Mun and Mun 2016). 

Rejenere olan bitkilerin doğal çevre koşullarında toprağa transfer edilme işlemi 

aklimatizasyon (alıştırma) olarak tanımlanmaktadır (Hartmann et al. 2002). Bu işlemde ilk 

olarak, toprak köklü bitkiler nihai ortamlarına transfer edilmeden önce kontrollü bir ortam 

odasında veya serada iklimlendirilmelidirler (Preece and Sutter 1991; Rohr et al.  2003). 

Rejenere olan bitkiler yavaş yavaş yeni çevrelerinde hayatta kalmaya uyum sağlamaktadırlar 

(Donelly and Tisdall 1993). 
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Tablo 1. Bazı Rheum Türlerinde Yapılan Mikroçoğaltım Çalışmalarında Kullanılan Eksplant 

ve Ortam İçerikleri 

Tür Eksplant Ortam ve BBD (mg/l) Sonuç Kaynak 

Rheum 

spiciforme 

Boğum, yaprak, 

kök, embriyo 

ekseni 

MS+ (1,32) 2,4-D + 1,35 BAP 

MS+(1,76) 2,4-D+1,76 TDZ 
Kallus 

Khan et al. (2022) 

Kallus 
MS+ (1,35 – 2,25) BAP + (1,29 – 2,15) KIN 

MS+ 1,8 BAP + 1,72 KIN + 1 GA3 

Organogenesis 

 

Yaprak 
MS+ 5,6 BAP + 0,2 NAA 

MS+5,6 BAP +0,2 NAA +(0,9) 2,4-D +0,7GA3 

Direkt somatik 

embriyogenesis 

Somatik embriyo MS+5,6 BAP +0,2 NAA +0,7 GA3  
Sürgün 

 
Boğum segmenti 

MS+ 2,81 BAP + 0,2 NAA 

MS+ 2,81 BAP + 0,2 NAA  

Rheum. 

rhabarbarum 

 

Sürgün uçları, 

koltuk altı 

tomurcukları 

MS+ 1,5 BAP+ 0,1 GA3 

MS+ 1,5 BAP+ 0,02 NAA 

¾ MS+ 1,5 BAP+ 0,02 NAA 

 

Sürgün 

 

Wojtania and 

Mieszczakowska-

Frąc (2021) 

Rheum emodi 

Yaprak (Lamina) 
MS+1,6 KIN + (2,2) 2,4-D 

MS+1,7 BAP +0,4 NAA + (2,6) 2,4-D 
Kallus 

Singh and 

Chaturvedi (2022) 
Yaprak orta 

damarı 

MS+ 2,3 BAP + 0,4 NAA + (2,2) 2,4-D 

MS+1,0 KIN + (2,2) 2,4-D + 1,1 TDZ 

 
Boğum 

 

MS+ 5,6 BAP + 0,4 NAA + 2,2 TDZ 

 
Sürgün 

Rheum 

rhabarbarum 
Yaprak 

MS+ (4) BAP 

MS+ (4) KIN 

MS+ (4) mT 

 

 

 

Organogenesis Clapa et al. (2020) 

Rheum emodi, 

Rheum 

webbianum 

Yaprak, yaprak 

orta damarı, 

yaprak sapı 

MS+ 2,7 BAP + 2,2 TDZ + 2,4 IBA 

MS+ 2,3 BAP + 2,2 TDZ + 1,3 NAA 

Direkt 

Organogenesis Tabin et al. (2016; 

2018) MS+ 2,3 BAP + (2,2) 2,4-D 

MS+ 2,25 BAP + 0,9 IAA 
Kallus 

Rheum ribes 
Kotiledon ve 

hipokotil 
MS+ 2 BAP + 1 IBA 

Kallus + 

organogenesis 

Tuncer ve Günsan 

(2017) 

Rheum 

franzenbachii 

Yaprak MS+ 2,0 BAP + 0,5 NAA Kallus 

Wang et al. (2011) 

Kallus 
MS+ (0,5) TDZ + (0,2) NAA 

MS+ (2) BAP + (0,2) NAA 

Kallus 

Çoğaltması 

Rheum 

coreanum 

Sürgün ucu, genç 

yaprak, rizom ve 

kök ucu 

MS+ (0,2 – 0,5) 2,4-D 

MS+ (0,2 – 0,5) NAA 

MS+ (0,2) BAP+ (0,2) 2,4-D 

Kallus 

 Mun and Mun 

(2016) 

Kallus MS+ (2) BAP+ (0,2) NAA Organogenesis 

Rheum 

moorcroftianum 
Fide 

MS+ 1.6 BAP + 2 IBA 

MS + 1.6 BAP + 2.0 IAA + 2.0 IBA 

Kallus ile kök 

ve sürgün 
Maithani (2015) 

MS + 1.6 BAP + 2 IAA Kallus ile kök 

Rheum emodi 

Yaprak 
MS + 1,12 BAP + (1,11) 2,4-D  

MS + 1,12 BAP + 1,1 TDZ 
Kallus 

Tabin et al. (2014)  
Tohum, yaprak, 

sürgün ve rizom 

MS + 1,3 BAP + 1 IBA  

MS + 2,2 BAP 
Organogenesis 

Rheum 

rhaponticum 
Tomurcuklar 

MS + 5 BAP 

MS + 5 KIN 
Organogenesis 

Kozak and Saáata 

(2011) 

Rheum emodi Yaprak MS+ 2,2 BAP + 1 IBA Sürgün Malik et al. (2010) 

Rheum. 

rhabarbarum 
Tomurcuk MS + 1,5 BAP + 0,7 IBA 

Sürgün 

 
Lepse (2009) 

Rheum ribes Hipokotil MS+ 1 BAP + 1 IBA Kallus 
Farzami Sepehr and 

Ghorbanli (2002) 

Rheum 

rhabarbarum 

Sürgün uçları 

 
MS+ 1 BAP + 1 IBA Organogenesis 

Lassus and Voipio 

(1994) 

Rheum emodi Yaprak MS+ 2 BAP + 1 IBA Organogenesis 
Lal and Ahuja 

(1989) 
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Mikroçoğaltım çalışmalarındaki en temel hedef ana bitki ile aynı genetik yapıya sahip 

bitkiler elde etmektedir. Ancak mikroçoğaltım çalışmalarının rejenerasyon süreçlerinde 

istenmeyen varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu varyasyonlar somaklonal varyasyon 

olarak adlandırılmaktadır. Somaklonal varyasyon, genel anlamda, bitki doku kültürü 

çalışmalarında meydana gelen kalıtsal değişiklikler olarak ifade edilmektedir. Bu varyasyonlar, 

bitki büyüme düzenleyicileri, kültürün türü ve süresi, genotip ve kimerik dokular gibi çeşitli 

faktörlerden kaynaklanabilmektedir (Bairu et al. 2011). Ortaya çıkabilecek varyasyonların 

tespiti moleküler, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yöntemlerle yapılabilmektedir. 

Bununla birlikte moleküler teknikler, genetik instabilite henüz fenotipik olarak ifade 

edilmediğinde bile daha erken aşamalarda tespit yapılmasını sağlamaktadır (Bairu et al. 2011; 

Govindaraj et al. 2015). 

Bu amaç doğrultusunda bitki genetik kararlılığı belirlemek için farklı DNA-bazlı 

moleküler markörler kullanılmaktadır. Örneğin RFLP (Kesilmiş Parça Uzunluğu 

Polimorfizmi), RAPD (Rastgele Çoğaltılmış DNA Polimorfizmi), AFLP (Çoğaltılmış Parça 

Uzunluğu Polimorfizmi), SCAR (Dizisi Karakterize Edilmiş Çoğaltılmış Bölgeler), SSR (Basit 

Diziler Tekrarları veya Mikrosatelitler), ISSR (Basit Diziler Tekrarları Arası Polimorfizm) ve 

SCoT (başlangıç kodonu hedefli) yöntemleri birçok çalışmada kullanılmıştır (Elshibli and 

Korpelainen 2007; Khan et al. 2012; Rasheed and Xia 2019). 

Rheum cinsi türlerinde kullanılan moleküler markörlerle ilgili çalışmalar sınırlıdır. 

Wang et al. (2012), ISSR markörünü kullanarak Rheum officinale’nin 12 populasyonunda 

genetik çeşitliliği araştırmışlardır. Tanhuanpää et al. (2018), Rheum rhabarbarum ve Rheum 

tanguticum türlerinde SSR markörü kullanılarak genetik çeşitliliklerini belirlemişlerdir. 

PCR tabanlı markörler olan AFLP, SSR ve SCoT gibi teknikler belirli DNA bölgelerinin 

çoğaltılmasını sağlar ve bu çoğaltılan ürünler jel elektroforezi yoluyla ayrıştırılır. Bu yöntemler, 

radyo izotop etiketlerle hibridizasyon gerekli olmadığından zamandan tasarruf sağlar ve daha 

pratiktir (Garcia et al. 2004). Dahası, somaklonal varyasyonlar son yıllarda geliştirilen 

moleküler yöntemlerden başlangıç kodonu hedefli (Start Codon Targeted (SCoT)) markör 

tekniği kullanılarak belirlenebilmektedir. SCoT markör sistemi, Collard and Mackill (2009) 

tarafından, bitki genomundaki başlangıç kodon çevresindeki korunan bölge esas alınarak 

geliştirilmiştir. SCoT markörleri, DNA iplikçiklerinin her ikisinde de ATG başlatma kodonunu 

çevreleyen gen bölgelerine yönelik olarak tasarlanmıştır (Şekil 6). SCoT tekniği basit, 

tekrarlanabilir ve kolay ulaşılabilir özelliklerinden dolayı üstün avantajlara sahip markör 

sistemidir. Aynı zamanda bu markör sistemi genetik çeşitlilik çalışmalarında başarılı bir şekilde 

kullanılmaktadır. Bu yöntemde tek primer kullanılmaktadır. Bu açıdan, bu teknik RAPD ve 
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ISSR veya diğer tek primer amplifikasyon markör sistemleriyle benzerdir. Ancak yapılan 

çalışmalar sonucunda RAPD ve ISSR markörlerinden daha tekrarlanabilir olduğu bildirilmiştir 

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

 

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

SCoT markör tekniği, yer fıstığı (Luo et al. 2010), şeker kamışı (Que et al. 2014), hurma 

(Al-qurainy et al. 2015), hindistan cevizi (Rajesh et al. 2015), buğday (Etminan et al. 2016) ve 

arpa (Güngör et al. 2022) gibi bitki türlerinde genetik çeşitlilik analizinde başarılı bir şekilde 

kullanmıştır. Ayrıca, popülasyon yapı analizinde ve soy belirlemesinde bu teknik başarılı bir 

şekilde kullanılmaktadır (Satya et al. 2015). 

Son yıllarda, Rheum ribes (ışkın)’in aktif bileşenlerini belirlemeye yönelik birçok 

çalışma yapılmış ve bitkinin önemli sekonder metabolitleri içerdiği belirlenmiştir. Ancak, 

yapılan araştırmalar sonucunda bitkinin in vitro mikroçoğaltımına özellikle organogenesis ve 

somatik embriyogenesis üzerine çalışma bulunmamaktadır. Bitkinin endemik doğası ve tehdit 

altında olması dikkate alınarak planlanan bu çalışmanın amacı, farklı eksplantlardan somatik 

embriyogenesis ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro çoğaltım 

sistemini geliştirmektir. Yine araştırmada, in vitro şartlarda oluşması muhtemel somaklonal 

varyasyonlar dikkate alınarak, in vitro rejenere bitkilerin genetik kararlılıkları SCoT markör 

tekniği kullanılarak belirlenmiştir. 
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KURAMSAL TEMELLER 

Türkiye’nin Doğu ve Güneydoğu Anadolu Bölgeleri’nde doğal olarak yetişen ve tıbbi 

bir bitki olan ışkın (Rheum ribes L.), Polygonaceae familyasına aittir. Rheum cinsi, Asya, 

Avrupa ve Amerika’nın dağlık bölgelerinde yayılış göstermektedir (Maclean and Taylor 2000; 

Clementi and Misiti 2010; Gardener and Ghronicle 2014). Ravent’in birçok türü geleneksel tıp 

sistemlerinde geçmişten günümüze yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Özellikle geleneksel 

Çin tıbbında en yaygın kullanılan, bitkisel ilaçlardan biri olarak kabul edilmektedir (Zhuang et 

al. 2020). Bunun yanında, halk tarafından böbrek taşları, sinüs ve akciğer enfeksiyonları ve 

karaciğer rahatsızlıkları gibi hastalıkların tedavisi için tüketimi oldukça yaygındır (Ashnagar et 

al. 2007). Son zamanlarda yapılan bilimsel çalışmalarda Rheum’dan izole edilen bileşiklerin 

antioksidan, sitotoksik, antiülser, antidiyabetik, antimikrobiyal, antifungal, yara iyileştirici, 

antikanser, antitümör ve antiproliferatif olduğu 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 iyileştirici özellikleri, özellikle antrokinonlar, stilbenoidler ve 

flavonoidler gibi içerdiği sekonder metabolitlere bağlıdır. Bu metabolitlerin ve/veya 

türevlerinin farmakolojik etkinliği, birçok hastalığın tedavisi için kullanılmakta ve bitkinin 

metabolitleri üzerine günümüzde birçok çalışma sürdürülmektedir (Krafczyk et al. 2008; 

Pandith et al. 2018). 

Noori et al. (2022) yaptıkları çalışmada, Rheum ribes’in köklerinden farklı 

ekstrasksiyon yöntemleri ile organik bileşikleri elde etmişlerdir. Ardından UV-Vis 

(Ultraviyole-Görünür), HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi), GC (Gaz 

Kromatografisi) ve GC/Kütle gibi analiz teknikleri kullanarak toplam fenolik, flavonoid ve 

flavonol içeriklerini ölçmüşlerdir. Aynı zamanda bitkinin antioksidan analizini de 

gerçekleştirmişlerdir. Çalışma sonucunda, metabolit içeriğin yüksek olduğunu ve 

farmakolojide büyük öneme sahip olan curcumin maddesinin ışkında da yüksek oranda 

olduğunu rapor etmişlerdir. Diğer taraftan, Gecibesler et al. (2021), aynı bitkide yaptıkları 

çalışmada, bitkiden resveratrol, 6-O-metilalaternin, emodin, aloe-emodin, β-sitosterol ve rutin 

gibi iyi bilinen sekonder metabolitleri izole etmişlerdir. 

Yüksek rakımlarda yetişen tıbbi öneme sahip olan endemik bitkilerin birçoğunun, 

normal şartlarda yetiştiriciliği oldukça zordur. Günümüzde tıbbi değeri yüksek olan bitkilerin 

insan müdahalesi ile toplanıyor olması, bitkilerde ciddi kayıplara sebep olmuştur. Bu 
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perspektifte tıbbi öneme sahip olan bitkilerin korunmasına yönelik birçok yöntem 

geliştirilmiştir. Bu yöntemlerden biri olan in vitro mikroçoğaltım yöntemi bu türlerin 

korunmasında etkili bir araçtır (Debnath et al. 2006, Dhandapani et al. 2008; Sidhu 2011, 

Taşkın et al. 2013 Pandith et al. 2018). Tabin et al. (2016), yok olma tehlikesi altındaki tıbbi 

endemik bitkilerin doku kültürü teknikleri ile in vitro mikroçoğaltımının yapıldığını 

bildirmişlerdir. Mikroçoğaltım tekniği ile hızlı ve kısa sürede birçok bitki elde edilebilmektedir 

(Zhou and Wu 2006). Somatik embriyogenesis (direkt/indirekt) ve organogenesis 

(direkt/indirekt) mikroçoğaltım tekniğinde sıklıkla kullanılan rejenerasyon sistemleridir (Li et 

al. 2022; Moyo et al. 2009). 

İn vitro bitki doku kültüründe hücrelerin ve dokuların kültür koşullarına uyum 

sağlayarak büyüme, çoğalma ve özelleşme sürecinde meydana gelen şekil değişiklikleri de 

morfogenez olarak adlandırılmaktadır (Elhiti and Stasolla, 2011; Delporte et al. 2014). 

Organogenesis ve somatik embriyogenesis süreçleri, aseptik in vitro koşullar altında hücre 

farklılaşma olayından bitki rejenerasyonuna yol açmıştır. Bu tür farklılaşma veya morfogenesis 

süreçleri, kallus yoluyla indirekt veya eksplant üzerinden direkt olabilmektedir (Chandra ve 

Pental 2003). 

Somatik embriyogenesis, doku kültürü sisteminin en çok kullanılan rejenerasyon 

yollarından biri olarak kabul edilmektedir (Aydın vd. 2013; Al Shamari et al. 2018; Tomiczak 

et al. 2019; Sánchez-Romero 2021). Ayrıca, somatik embriyogenesis birçok bitki türünün hızlı 

klonal üretimi için önemli potansiyele sahip olmasının yanında sentetik tohum üretimi ve gen 

aktarımı alanlarında kullanılan önemli bir teknolojidir (Von Arnold et al. 2002; Parimalan et 

al. 2011; Nic-Can et al. 2013; Radoeva and Weijers 2014; Behera et al. 2022). 

İn vitro mikroçoğaltım çalışmalarının başarısı birçok faktöre (besin ortamı içeriği, 

sıcaklık, pH, ışık ve nem) bağlı olmasının yanında büyük oranda eksplant, genotip ve BBD’lere 

bağlıdır (Cardoza 2008; Gupta et al. 2020). Bitki doku kültüründe kullanılan büyüme 

düzenleyicileri, bitki gelişimini kontrol etme ve hücre farklılaşmasını yönlendirmede önemli 

bir role sahiptir (Chugh and Kumar 2022; Dias 2019). Diğer taraftan, aklimatizasyon aşaması, 

her mikroçoğaltım protokolünün son aşaması olarak bilinmektedir. Başka bir ifadeyle 

aklimatizasyon rejenere olan bitkilerin doğal çevre koşullarında toprağa transfer işlemidir 

(Hartmann et al. 2002). Bu aşama özel bir bakım gerektirmektedir. Aklimatizasyon aşamasında 

rejenere olan bitkiler şeker temelli ortamdan ototrofik aşamaya geçirilir ve fotosentez yoluyla 

besin üretme konusunda kendisine bağımlı hale getirilir. Bu süreç, rejenere bitkilerin in vitro 

koşullardan normal koşullara kademeli olarak geçişini sağlayıp ortama adaptasyon kabiliyetini 

arttırmaktır. Bu nedenle, aklimatizasyonun ilk günlerinde çeşitli sulamalar genellikle 
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seyreltilmiş kültür ortamı tuzları ile yapılmaktadır (Aitken-Christie et al. 2013; Cardoso et al. 

2018). 

Diğer bitkiler gibi yabani ravent tohumlarının çimlenme gücü sıcaklık, ışık, su, toprak 

besin maddesi, tuzluluk gibi abiyotik çevresel faktörlere bağlıdır (Socolowski et al. 2008; Farji-

Brener et al. 2009). Işkın bitkisi genel olarak kayalık, taşlık ve yüksek bölgelerde yetişmektedir. 

Bu durum bitkinin çevresel ve antropojenik strese maruz kalmasına yol açmaktadır 

(Munzuroğlu et al. 2000). Genellikle çevresel stresler altında yabani bitkilerin yaşamı için en 

önemli unsur tohumlarıdır. Işkın gibi yabani bitkiler doğaya adaptasyon sağlayıp oldukça fazla 

tohum oluşturmaktır. Bu sayede bitkiler olumsuz çevre şartlarının gelişmesini önlemesine 

karşın hızlı yayılıma sahiptirler. Ayrıca bu bitkilerin tohumları olgunluğa eriştiği zaman 

diliminde hızlı bir şekilde ana bitkiden ayrılıp, toprağa dökülmekte ve toprakta kolaylıkla 

çimlenmektedir (Kadıoğlu 2007). Ancak bazı çalışmalar, ravent tohumlarının çimlenme 

oranının karanlık ve soğuk ortamlarda en düşük seviyede olduğunu ortaya koymaktadır. Bu 

nedenle ravent tohumlarının toprakta derin veya kışın kar altında gömülü olması, çimlenmeyi 

önlemektedir (Escudero et al. 2002; Socolowski et al. 2008). Bu soruna karşın in vitro şartlar 

tohumların çimlenmesine olanak sağlayan en uygun çevresel koşulları sağlamaktadır. 

Bitki türlerinin büyük çoğunluğunun etkili in vitro rejenerasyonu için evrensel olarak 

uygulanabilir tek bir yöntem bulunmamaktadır, çünkü bu hassas ve oldukça değişken bir 

süreçtir. Bu nedenle her tür için kullanılan in vitro rejenerasyon sistemi için uygun protokolün 

geliştirilmesi gerekmektedir. Bu açıdan geçmişten günümüze kadar Rheum türlerinde in vitro 

mikroçoğaltım çalışmaları mevcuttur. 

Farzami Sepehr and Ghorbanli (2002), yaptıkları çalışmada in vitro şartlarda Rheum 

ribes’in 5 günlük gelişmiş fidelerinden aldıkları, hipokotil eksplantlarından 1 mg/l BA ve 1 

mg/l IBA içeren MS besi ortamında kallus elde etmişlerdir. Sonrasında, elde ettikleri kallusları 

farklı sitokinin türevlerini içeren MS ortamlarına almışlardır. Bu ortamlar içerisinde en yüksek 

sürgün oluşumunu 0,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IBA içeren MS ortamında elde etmişlerdir. 

Çalışmanın devamında, oluşan sürgünleri köklendirmek için 0,5 mg/l IBA içeren ½ MS 

kullanmışlardır. Rheum ribes’de yapılan farklı bir çalışmada (Tuncer ve Günsan 2017), in vitro 

mikroçoğaltım için hipokotil ve kotiledon eksplantları kullanılmış ve bu eksplantlar kallus ve 

sürgün elde etmek amacıyla farklı konsantrasyonlarda BBD içeren MS ortamlarında kültüre 

alınmıştır. Araştırma sonucunda, BBD’ler içerisinde en yüksek kallus ve sürgün oluşumu 1 

mg/l BAP + 1 mg/l IBA ve 2 mg/l BAP + 1 mg/l IBA içeren MS ortamlarında meydana 

gelmiştir. Yine bu araştırmada, eksplant bakımından hipokotil eksplantlarının kotiledon 

eksplantlarından daha başarılı sonuç verdiği belirtilmiştir. Yine Tuncer (2021), Rheum ribes’de 
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kallus proliferasyon protokolünün iyileştirilmesi üzerine yaptığı başka bir çalışmada, BAP, 

IBA, TDZ ve NAA’nın farklı kombinasyonları kullanmış ve en yüksek kallus oluşumunun 2 

mg/l TDZ ve 0,2 mg/l NAA içeren ortamlardan elde edildiğini bildirmiştir. 

Rheum ribes türündeki sınırlı sayıda çalışma olmasına rağmen Rheum cinsinin diğer 

türlerinde in vitro çoğaltmaya yönelik çalışmalar yapılmış ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir. 

Bu çalışmaların sonuçları aşağıda özetlenmiştir. 

Roggemans and Claes (1979), Rheum rhaponticum’un sürgün uçlarını 1 mg/l BAP + 1 

mg/l IBA içeren MS ortamında, 20 ±1 °C’de 16 saat fotoperyotta kültüre alarak aksiller 

tomurcuk oluşumunu sağlamışlardır. Zhao et al. (2010), Rheum rhaponticum’da sürgün ucu 

kültürü yoluyla etkili in vitro çoğaltım protokolü geliştirmek için, BBD’lerin (BA, KİN, NAA 

ve IBA) farklı konsantrasyon ve kombinasyonlarını kullanmışlardır. Araştırma sonucunda en 

yüksek sürgün sayısını (9,1) 1,0 mg/l BA + 1,0 mg/l NAA içeren MS ortamından elde etmiş ve 

bu sürgünleri 0,5 mg/l NAA içeren ½ MS ortamında başarılı bir şekilde köklendirmişlerdir. 

Yine, Rheum rhaponticurm’da yapılan başka bir çalışmada (Kozak and Salata 2011), aseptik 

koşullarda yetiştirilmiş fidelerden sürgün çoğaltımı sağlamak amacıyla BBD’lerin farklı 

konsatrasyonlarını [BA (4,4, 11,1 ve 22,2 μmol/l), KIN (4,7, 11,6 ve 23,3 μmol/l), 2-isopentil 

adenin (2iP) (4,9, 12,3 ve 24,6 μmol/l) ve TDZ (4,5, 11,4 ve 22,7 μmol/l)] içeren MS ortamında 

kültüre alınmıştır. Araştırma sonucunda, sitokininlerin yeni sürgün oluşumunu teşvik ettiği, en 

yüksek sürgün oluşumunun ise BA (11,1 ve 22,2 μmol/L) içeren ortamdan elde edildiği 

bildirilmiştir. 

Wojtania and Mieszczakowska-Frąc (2021) Rheum rhaponticum’da dormant 

tomurcuklardan izole edilen 8 yıllık rizomlardan sürgün kültürleri oluşturmuşlardır. Etkili 

sürgün çoğaltımını, 6,6 µM BAP veya 12,4 µM meta-topolin varlığında elde etmişlerdir. Aynı 

zamanda, her iki sitokinin, sükroz konsantrasyonuna bağlı olarak sürgün oluşumunu uyarıcı bir 

şekilde etkilediğini bildirmişlerdir. Sükroz konsantrasyonunu 59 ila 175 mM arasında 

artırmanın, sürgün üretimini ve yaprak çıkışını üç kat azalttığını, ancak kallus oluşumu ve 

sürgün uzunluğunu arttırdığını bildirmişlerdir. 

Lal and Ahuja (1989), Rheum emodi üzerine yaptıkları in vitro mikroçoğaltım 

çalışmalarında, sürgün ucu ve yaprak eksplantlarından 2,0 mg/l BAP ve 1,0 mg/l IBA içeren 

MS ortamından çoklu sürgünler elde etmişlerdir. Ardından, elde ettikleri sürgünlerden 1,0 mg/l 

IBA içeren ortamda kök indüksiyonunu sağlamışlardır. Yine, Lal and Ahuja (1993) tarafından 

Rheum emodi üzerine yapılan başka bir çalışmada 8,9 µM BA ve 4,9 µM IBA içeren sıvı ve 

yarı katı MS ortamında çoklu sürgün oluşumu sağlanmış ve sürgünler 4,9 µM IBA içeren 

ortamda köklendirilmiştir. Bu araştırmada, sıvı ortamda gelişen sürgün ve sürgün çoğaltımının 
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yarı katı MS ortamından daha zayıf olduğu ve yarı katı MS ortamında sürgün indüksiyonu ve 

çoğaltımının zaman bakımında hızlı olduğu bildirilmiştir. Yine, Parveen et al. (2012) in vitro 

Rheum emodi sürgünlerini, farklı BAP konsantrasyonlarının (2,5-15 µM) ayrı ayrı ve ayrıca 

bunun farklı oksinlerle, yani NAA/2,4-D/IAA/IBA ile kombinasyonunun etkisini 

değerlendirmek için MS besin ortamında kültürleşmişlerdir. Araştırma sonucunda, test edilen 

tüm denemeler arasında sürgün çoğalması için en iyi tepki, 5 μM IBA ile desteklenen 7,5μM 

BAP’ta gözlemlemiştir. Yine aynı araştırmada, izole edilen her sürgün daha sonra farklı 

konsantrasyonlarda IAA (2,5-15 µM) etkisi altında köklenme için alt kültüre tabi tutulmuş ve 

en iyi kök oluşumu 12,5 μM IAA’da tespit edilmiştir. Malik et al. (2010), yaptıkları çalışmada 

ise Rheum emodi’nin rizom eksplantlarından en yüksek sürgün rejenerasyonunun 10 μM BAP 

ve 5 μM IBA içeren hem katı hem de sıvı MS ortamında sağladıklarını bildirmişlerdir. 

Rheum emodi türünde yapılan başka bir çalışmada mikroçoğaltım protokolü 

geliştirilmiştir ve bitki oluşumu için en etkili bitki büyüme düzenleyici konsantrasyonu ve 

kombinasyonu olarak 15 µM BAP + 15 µM IBA içeren MS ortamı belirlenmiştir (Tabin et al. 

2018). Singh and Chaturvedi (2022), Rheum emodi türünde, eksplant olarak yaprak ve yaprağın 

orta damar kısmını kullanmışlar ve kallus oluşumu bakımından yaprağın orta damarından 

(%100), yaprak eksplantlarından (%97,67) daha yüksek oranda kallus indüksiyonu elde 

etmişlerdir. Ardından oluşan kalluslardan 7,5 μM BAP, 0,5 μM NAA ve 0,5 μM IAA içeren 

MS katı ortamından en yüksek sürgün indüksiyonunu (%66,67) sağlamışlardır. Yine bu 

çalışmada yaprak eksplantlarından 10,0 μM BAP, 0,5 μM IBA ve 1.0 μM IAA içeren MS 

ortamında direkt sürgün indüksiyonunun oluştuğunu bildirmişlerdir. 

Lassus and Voipio (1994), iki farklı Rheum rhabarbarum genotipinin (Victoria ve klon 

AF) mikroçoğaltımı için sürgün uçlarını 1 mg/l BAP, 1 mg/l IBA, 20 g/l sükroz ve 8 g/l agar 

içeren MS ortamında kültüre almışlardır. Yine aynı bitkide in vitro çoğaltım amacıyla yapılan 

bir başka çalışmada (Lepse 2009), en yüksek çoğalma oranını elde etmek için üç farklı ortam 

kullanılmıştır. 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 bulunmaktadır. Çalışmada bu üç 

ortamdan en iyi in vitro çoğaltımın 3. ortamda olduğu bildirilmiştir. 

Clapa et al. (2020), Rheum rhabarbarum’da yaptıkları çalışmada BAP’ın aksiller 

sürgünlerin çoğalmasını uyardığı ancak sap büyümesini sınırladığını tespit etmişlerdir. 

Araştırmada, en yüksek ortalama çoğalma oranın 0,5 mg/l BAP içeren ortamda elde edildiği 

bildirilmiştir. Yine bu çalışmada 4 mg/l KIN içeren MS ortamında hem sürgün oluştuğunu hem 

de sürgünlerin yine bu ortamda yüksek oranda (%60) köklendiğini bildirilmiştir. 
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Rheum franzenbachii üzerine yapılan bir çalışmada (Wang et al. 2011), yaprak 

eksplantlarında en yüksek kallus oluşumu yönünden 2,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA, 4,0 mg/l 

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 içeren MS ortamları 

karşılaştırılmıştır. Bu ortamlar içerisinde en yüksek kallus oluşum oranı 2,0 mg/l BAP + 0,5 

mg/l NAA içeren MS ortamında elde edilmiştir. Diğer 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 içeren MS ortamları arasında ise 4,0 mg/l 

TDZ + 0,2 mg/l NAA içeren ortamının daha yüksek kallus oluşturduğu bildirilmiştir. 

Khan et al. (2022), Rheum spiciforme türünde yaptıkları çalışmada, etkili bir in vitro 

rejenerasyon sistemi geliştirmişlerdir. Eksplant olarak bitkinin yaprak ve boğum segmentlerini 

kullanmışlardır. Yaprak ve boğum-segment eksplantlarından 2 μM 2,4-D ve 6 μM BA içeren 

MS ortamlarından yüksek oranda (%87,3) kallus elde etmişlerdir. Araştırmada, boğum segment 

eksplantlarından kahverengi kallus oluştuğu tespit edilmiş olup, bu kahverengi kallusların her 

birinin 4,0 μM GA3 ile 8,0 μM BA ve 1,0 μM KIN içeren ortamlarda önemli ölçüde yüksek 

bitki rejenerasyonu (%96,3) meydana getirdiği bildirilmiştir. Diğer taraftan, yine yaprak 

eksplantlarından 25 μM BA, 1,0 μM NAA ve 2,0 μM GA3 içeren ortamlardan direkt somatik 

embriyogenesisin oluştuğu rapor edilmiştir. 

Rashid et al. (2014), Rheum webbianum’da rizom eksplantlarından 0,5 mg/l 2,4-D 

içeren MS ortamından, yaklaşık kültürün 30. gününde en yüksek kallus oluşumunu (%100) elde 

etmişlerdir. Ardından, kalluslardan meydana gelen en yüksek sürgün rejenerasyonunun ise 

kültürün 16. gününde 5,0 mg/l BAP ve 2,0 mg/l IAA içeren katı MS ortamından sağlandığını 

bildirmişlerdir. Diğer taraftan, Maithani (2015) tarafından Rheum moorcroftianum’da yapılan 

in vitro çoğaltım çalışmasında, fide eksplantlarından en iyi kallus oluşumunun IBA içeren MS 

ortamlarında meydana geldiği belirlenmiştir. Yine aynı araştırmada, en iyi köklenmenin ise 1,6 

mg/l BAP + 2,0 mg/l IAA içeren MS ortamında meydana geldiği kaydedilmiştir. 

Mun and Mun (2016), Rheum coreanum’da tüm bitkiden elde edilen dört organdan 

(sürgün ucu, genç yaprak, rizom ve kök ucu) kallus oluşumu için farklı bitki büyüme 

düzenleyicilerinin (2,4-D, NAA ve Kinetin) etkilerini incelemişlerdir. En iyi kallus oluşumu 

2,4-D (0,2-0,3 mg/l) içeren MS ortamı üzerinde rizom eksplantından elde edilmiştir. Bu 

kalluslardan en yüksek sürgün, kök ve bitkicik oluşumu ise 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA 

kombinasyonunu, tek başına 0,5 mg/l NAA veya 0,5 mg/l IBA içeren MS ortamında elde 

edilmiştir. Yine aynı çalışmada, serada başarıyla iklimlendirilen (%100) bitkiciklerin dağlık 

bölgede hayatta kalma oranının %95’e ulaştığı, ham ilaç verimleri ve etken madde içerikleri 

eşeyli ve vejetatif çoğaltma ile elde edilenlerden daha yüksek olduğu kaydedilmiştir. 
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İn vitro mikroçoğaltım yöntemi birçok bitki türünde geçmişten günümüze kadar başarılı 

bir şekilde uygulanmaktadır. Ancak in vitro rejenerasyon sistemleri (somatik embriyogenesis, 

organogenesis) ile elde edilen bitkilerde istenmeyen genetik değişiklikler meydana 

gelebilmektedir. Bitki doku kültüründe meydana gelen ve kalıtsal olan bu genetik değişiklikler 

somaklonal varyasyon olarak bilinmektedir (Larkin and Scowcroft 1981; Bairu et al. 2011). 

Somaklonal varyasyonlar çalışma amacına göre doğal varyasyon kaynağı sunmaktadır 

(Hammerschlag et al. 2006). İn vitro mikroçoğaltım çalışmalarında ana bitki ile aynı genetik 

materyale sahip yeni bitkilerin üretilmesi araştırmacıların en temel amacıdır. Bu nedenle 

somaklonal varyasyon in vitro mikroçoğaltım çalışmalarında istenmeyen bir durumdur. Ancak, 

bitki doku kültüründeki birçok faktör (BBD’leri, ışık, sıcaklık, pH, eksplant kaynağı, alt kültür 

sayısı vb.) strese neden olup rejenere bitkilerde genetik ve epigenetik farklılıklar meydana 

getirebilmektedir (Matthes et al. 2001; Bairu et al. 2011). İn vitro mikroçoğaltım çalışmaları 

sonucunda elde edilen rejenere bitkilerde somaklonal varyasyonların tespiti, biyokimyasal, 

fizyolojik, DNA, RNA ve protein bazlı moleküler markörler ile yapılmaktadır (Khan et al. 

2012; Alizadeh et al. 2015). 

Biyoteknolojik ve moleküler yöntemlerin rolü, bitki doku kültüründe somaklonal 

varyasyonun tahmini ve korunması için oldukça önemlidir. İn vitro mikroçoğaltım 

çalışmalarında somaklonal varyasyon, hibridizasyona dayalı [RFLP (Kesilmiş Parça Uzunluğu 

Polimorfizmi)) ve PCR’a dayalı (RAPD (Rastgele Çoğaltılmış DNA Polimorfizmi), AFLP 

(Çoğaltılmış Parça Uzunluğu Polimorfizmi), SCAR (Dizisi Karakterize Edilmiş Çoğaltılmış 

Bölgeler), SSR (Basit Dizi Tekrarları veya Mikrosatelitler), ISSR (Basit Dizi Tekrarları Arası 

Polimorfizm) ve SCoT (Başlangıç Kodonu Hedefli)] moleküler markör yöntemleri kullanılarak 

bir çok çalışmada tespit edilmiştir (Elshibli and Korpelainen 2007; Collard and Mackill 2009; 

Rasheed and Xia 2019). 

PCR temelli markör sistemleri, daha hızlı sonuç vermesi ve izotop etiketlerle 

hibridizasyon işleminin gerekli olmaması ile zamandan ve paradan tasarruf sağlamaktadır 

(Garcia et al. 2004). Bu avantajı ile yapılan çalışmalarda genellikle PCR temelli moleküler 

markörler tercih edilmektedir. Aydin et al. (2015) yaptıkları çalışmada, farklı 

konsantrasyonlardaki üç farklı oksin (2,4-D, dikamba ve pikloram) tipinin Hordeum vulgare’de 

olgun embriyo destekli bitki rejenerasyonu üzerinde etkilerini ve rejenere olan bitkilerden 

oluşması muhtemel somaklonal varyasyonları RAPD ve CRED-RA teknikleri kullanarak 

genetik ve epigenetik yönden araştırmışlardır. Oksin tipi ve artan oksin konsantrasyonuna bağlı 

olarak GTS (Genomik Şablon Kararlılığı) değerinin azaldığını bildirmişlerdir. Yine, Aydin et 

al. (2016) yaptıkları faklı bir çalışmada, Secale cereale’de endosperm destekli olgun 
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embriyosundan farklı oksin (2,4-D, dikamba ve pikloram) konsatrasyonlarını içeren MS 

ortamında elde edilen kallusları kullanılarak somaklonal varyasyon durumunu RAPD ve 

CRED-RA markörleri ile incelemişlerdir. Çalışma sonucunda, yüksek konsatrasyona sahip 

oksinlerin genomik şablon stabilitesi (GTS)’nde azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. 

Son yıllarda, genetik polimorfizmin tespiti için SCoT Polimorfizm markör sistemi 

Collard and Mackill (2009) tarafından geliştirilmiştir. SCoT markörleri, DNA iplikçiklerinin 

her ikisinde de ATG başlatma kodonunu çevreleyen gen bölgelerine yönelik olarak 

tasarlanmıştır. Bu tekniğin RAPD ve ISSR markörlerinden daha tekrarlanabilir olduğu yapılan 

çalışmalarda bildirilmiştir (Amom et al. 2020; Gogoi et al. 2020; Tikendra et al. 2021a). SCoT 

primerleri, basit, tekrarlanabilir, gen hedefli markör gibi bir dizi değerli özellik sayesinde, 

genetik çeşitliliğin analizi gibi çeşitli uygulamalarda başarıyla kullanılmaktadır. Bu genleri 

çevreleyen fonksiyonel genler veya bölgeler, bunlara karşılık gelen özellikler ile ilişkilidir ve 

dizi bilgisi gerektirmemektedir (Pakseresht et al. 2013; Mahjbi et al. 2015). Genel olarak, SCoT 

tekniği RAPD’in kullanımındaki zorlukları aşmak için geliştirilmiştir. Ayrıca, SCoT 

markörlerinin yüksek çözünürlük gücüne sahip olduğu ve bu nedenle RAPD gibi diğer yaygın 

markörlere göre daha yüksek polimorfizmler gösterdiği araştırmacılar tarafından rapor 

edilmiştir. Aynı zamanda basit, kolay uygulanabilir, ucuz ve dominant/kodominant bir markör 

sistemi olması nedeniyle SCoT markör yöntemi birçok çalışmada yaygın bir biçimde 

kullanılmaktadır (Xia et al. 2016). SCoT markör tekniği, hedeflenen gen bölgelerinin PCR 

aracılığıyla çoğaltılması ve standart agaroz jel elektroforeziyle elde edilen PCR fragmentlerin 

görüntülenmesine dayanmaktadır (Collard and Mackill, 2009; Luo et al. 2010; Nair et al. 2016; 

Zhang et al. 2015). Dahası, SCoT markörleri, genetik çeşitlilik ve polimorfizm çalışmalarında 

sıklıkla kullanılmaktadır (Que et al. 2014; Zhang et al. 2015; Etminan et al. 2018). 

SCoT markör tekniği, ilk olarak çeltikte (Oryza sativa) kullanılmış ve başarılı sonuçlar 

elde edilmiştir (Collard and Mackill 2009). Bu çalışmadan sonra, bu markör çeşitli bitki 

türlerinde kullanılmaya başlamıştır. Luo et al. (2010) yer fıstığı ve mango türlerinde; Al-

qurainy et al. (2015) hurmada; Rajesh et al. (2015) hindistan cevizinde; Etminan et al. (2016) 

buğdayda; genetik çeşitlilik analizi için SCoT markörlerini kullanmışlardır. SCoT markörleri 

ayrıca, popülasyon analizinde, soy belirlemede (Satya et al. 2015) ve polimorfizm analizinde 

de (Que et al. 2014) kullanılmıştır. Aynı zamanda, fasulyede SCoT markörü, dirençli bitki 

karakterizasyon analizi için de kullanılmıştır (Makunja 2020). 

Güneş (2021), Gümüşhane ilinden toplanan yerel fasulye (Phaseolus vulgaris L.) 

genotiplerinde genetik çeşitliliği belirlemek için SCoT ve SSR markör sistemlerinden 

faydalanmıştır. Her iki markör analizi sonuçlarına göre fasulye genotipleri arasında yüksek 
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genetik çeşitliliğin belirlendiğini rapor etmiştir. Yine Muz (Musa spp.)’da genetik çeşitlilik 

üzerine yapılan farklı bir çalışmada (Igwe et al. 2022), ISSR ve SCoT markörleri kullanılmıştır. 

Çalışma sonucunda, türe özgü genetik çeşitlilik, türler arası genetik çeşitlilik, gen farklılaşma 

katsayısı tespit edilmiştir. 

SCoT markör tekniği yine bazı bitkilerde somaklonal varyasyonun belirlenmesinde 

başarıyla kullanılmıştır. Antony et al. (2015) Dendrobium Bobby Messina’da 

kriyoprezervasyon yöntemi ile muhafaza edilen protokormlarda somaklonal varyasyonun 

tanımlanması için TRAP ve SCoT markörlerini kullanmışlardır. Dört adet SCoT primerinin 

(S26, S32, S33 ve S36), hem kriyoprezervasyon hem de kriyoprezervasyon ile muhaza 

edilmeyen protokormlarda polimorfizm göstermiştir. Araştırma sonucunda, TRAP ve SCoT 

DNA markörlerinin, kriyoprezervasyonun ardından rejenere protokormların somaklonal 

varyasyonlarının potansiyel oranını değerlendirmek için etkili bir araç olduğu bildirilmiştir. 

Bhattacharyya et al. (2017a) yaptıkları bir çalışmada, Ansellia africana’da in vitro 

mikroçoğaltım yoluyla elde edilen rejenere bitkilerdeki oluşması muhtemel somaklonal 

varyasyonu tespit etmek için SCoT tekniğini kullanmışlardır. Çalışma sonucunda elde edilen 

bitkilerde somaklonal varyasyonun meydana geldiğini tespit etmişlerdir. Bhattacharyya et al. 

(2017b) Rumex nepalensis’te hem direkt hem de indirekt somatik embryogenesis yoluyla elde 

edilen bitkilerin genetik kararlılığını SCoT ve RAPD teknikleri ile belirlemişlerdir. Araştırma 

sonucunda RAPD tekniğinin, daha düşük derecede genetik varyasyon tespit etmesine rağmen, 

SCoT markörünün nispeten daha yüksek derecede genetik değişkenliği tespit edebildiği ve 

böylece geleneksel moleküler markörlere göre etkinliği kanıtlanmıştır. Diğer taraftan, Singh 

and Agrawal (2023), Rumex hastatus in vitro şartlarda elde ettikleri rejenere bitkilerin genetik 

kararlıklarını SRAP ve SCoT markörleri ile analiz etmişlerdir. Mevcut çalışmada kullanılan 

SCoT ve SRAP moleküler markörlerinin in vitro yetiştirilen bitkilerde genetik varyasyonu 

tespit etmede oldukça tekrarlanabilir, güvenilir ve verimli olduğunu bildirmişlerdir. 

Muthukumar et al. (2016), Helicteres isora’da in vitro çoğaltımda organogenesis 

yoluyla elde edilen bitkilerde SCoT yöntemi kullanarak somaklonal varyasyonu 

incelemişlerdir. Çalışma sonucunda rejenere bitkilerden herhangi bir varyasyonun 

gözlemlenemediğini bildirmişlerdir. 

Sathish et al. (2018), şeker kamışının olgunlaşmamış yaprak eksplantlarından in vitro 

mikroçoğaltım yoluyla bitki rejenerasyonu üzerine poliamin uygulayarak, rejenere bitkilerden 

SCoT markörleri ile somaklonal varyasyon analizi üzerine çalışma yapmışlardır. Çalışma 

sonucunda, rejenere bitkilerde herhangi bir genetik varyasyon olmadığını bildirmişlerdir. 
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Kudikala et al. (2020) tarafından yapılan bir çalışmada, tıbbi öneme sahip olan Annona 

reticulata bitkisinde etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro bitki rejenerasyon protokolü 

geliştirilmiştir. Araştırmada, rejenerasyon protokolün somaklonal varyasyon bakımından 

değerlendirilmesi için SCoT ve ISSR olmak üzere iki farklı teknik kullanılmıştır. On adet SCoT 

ve ISSR primerinin kullanıldığı araştırmada, SCoT-9 ve ISSR-4 primerlerinde belirgin DNA 

bantları elde edilmiştir. 

Tikendra et al. (2021b), Dendrobium fimbriatum bitkisinde BBD’lerin in vitro 

rejenerasyonuna olan etkilerini değerlendirmiş ve etkili çoğaltım tekniği geliştirmişlerdir. 

Araştırmada, rejenere bitkilerin genetik kararlılığını belirlemek için RAPD, ISSR ve SCoT 

markör sistemlerinden faydalanılmıştır. BBD içeren ortamda üretilen rejenere bitkilerin, 

herhangi bir BBD içermeyen bazal ortamda yetiştirilenlere göre %100 monomorfizm gösterdiği 

bildirilmiştir. Araştırma sonucunda, rejenere bitkilerde en yüksek polimorfizm oranın SCoT 

marköründe tespit edildiği kaydedilmiştir. 

Attia et al. (2022) yaptıkları bir çalışmada mikroçoğaltılan incir fidelerinde, SCoT, 

DNA barkodlama-kloroplast geni RNA polimeraz 1 (rpoC1 dizileme) ve toplam protein profil 

analiz (SDS-PAGE) tekniklerini kullanarak somaklonal varyasyonu belirlemek için 

kullanmışlardır. Kullanılan 10 SCoT primerinde toplam 135 bant elde edilmiş ve polimorfizm 

oranı %18,4 olarak belirlenmiştir. Araştırma sonucunda, SCoT, DNA barkodlama ve protein 

profil analizinin mikroçoğaltılan incir fidelerinde genetik homojenliği tespit etmede etkili 

olduğu bildirilmiştir. 

Mamgain et al. (2022), Tylophora indica (Burm.f.) Merrill., bitkisinde in vitro direkt ve 

indirekt somatik embriyogenesis ile meydana gelen rejenere bitkilerin genetik kararlılığını 

SCoT moleküler kullanılarak değerlendirmişlerdir. SCoT markör analizi sonuçlarına göre, ana 

bitkiyle benzerlik gösteren yüksek oranda monomorfik bantların (%94) meydana geldiği ve 

somaklonal varyasyon belirlemede SCoT markörünün kullanılabileceği bildirilmiştir. 

Gawroński and Dyduch-Siemińska (2022), indirekt organogenesis yoluyla Scutellaria 

baicalensis’te rejenere bitkilerin elde edilmesi için bir protokol geliştirmişler ve SCoT markörü 

kullanarak rejenere bitkilerin somaklonal varyasyonu değerlendirilmiştir. İndirekt 

organogenesis yoluyla elde edilen bitkiciklerin analizi sonucunda 11 adet SCoT primerinin 

toplamda 130 bant ürettiği ve bunların 45’inin polimorfik olduğu belirlenmiştir. 

Ismail et al. (2022), Withania somnifera bitkisinde in vitro rejenere bitki fidelerinin 

genetik kararlılığının belirlenmek için SCoT, SRAP ve DNA barkodlama tekniklerini 

kullanılmışlardır. SCoT primerlerinin her biri için ortalama 11 bant olmak üzere toplam 132 
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bant ürettiği ve SCoT verileri kullanılarak oluşturulan filogenetik ağaçla incelenen bitki 

örnekleri arasında genetik çeşitliliği ortaya koyulmuştur. 

Shalan et al. (2023), Hemerocallis fulva bitkilerinin in vitro çoğaltılmasıyla elde edilen 

somaklonal varyasyonun belirlenmesinin ticari ölçekte çoğaltma için uygun mikroçoğaltma 

protokolü ve büyüme düzenleyicilerini belirlemek açısından önemli olduğunu 

vurgulamışlardır. Araştırmacılar, rejenere bitkilerde genetik kararlılığı SCoT markörleri 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, rejenere bitkilerin ana bitkiden 

kaynaklı genetik bütünlüğünü büyük ölçüde koruduğu ve SCoT markörünün somaklonal 

varyasyonu belirlemede kullanabileceği bildirilmiştir. 
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MATERYAL ve YÖNTEM 

Materyal 

Bitki materyali  

Bu çalışma kapsamında bitki materyali olarak kullanılan ışkın (Rheum ribes L.) 

bitkisine ait tohumlar Erzurum ili Karayazı ilçesinde bulunan Değirmenkaya köyü 

(39°26'26.6"N 42°09'55.7"E) (rakım 2450 m) mevkinden doğadan toplanmıştır (Şekil 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 7. Işkın tohumların toplanması 
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Kullanılan cihaz ve aletler 

Araştırmada kullanılan cihazlar ve aletler ile markaları Tablo 2’de verilmiştir. 

Tablo 2. Araştırmada Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Malzeme Markası 

Otoklav  WiseClave WAC-47 

pH Metre  Ohaus Starter 3000 

Hassas Terazi  Electronic Balance BL-320 H 

Steril Kabin  Hedlab X-Pro EN 14175 

İklimlendirme Dolabı  Sanyo CFC Free Versatile 

Isıtmalı Manyetik Karıştırıcı  Heidolph MR-Hei Standart 

Destile Su Cihazı  Milipore 

Derin Dondurucu (-80 ˚C) Arçelik 2395 CNMY 

Buzdolabı (2-8˚C) NUAIRE 

Derin Dondurucu (-20 ˚C)  Uğur 

Elektroforez Tankı (Yatay)  Thermo 

Elektroforez Akım Sağlayıcı  Thermo 

Kar Üretme Makinesi  Scotsman, AF-80 

Jel Görüntüleme Sistemi  PopBio Vü-F Floresans 

Mikrodalga Fırın  Arçelik, MD 891 I 

PCR  Thermo Scientific 5020 

Santrifüj  Beckman Coulter Allegra X-30R 

Su Banyosu Memmert WB-14 

NanoDrop Spektrofotometre  Thermo Multiskan Go 

Mini Santrifüj  Labnet C1301 

Mikroskop Leica  Leica ICC50 W 

Kuru Hava Sterilizatörü  Memmert UN55 

Tezgâh Üstü Blok Isıtıcı Thermo-Shaker TS-100C 

 

İn vitro Kültür ortamlarında kullanılan kimyasallar  

Temel besi ortamı 

Mikroçoğaltım uygulamalarında temel besi ortamı olarak Murashige and Skoog (1962) 

(MS) ortamı kullanılmıştır. Doku kültürü çalışmalarında ticari olarak satın alınan hazır MS 

ortamı (Sigma M5524) (4,4 g/l) kullanılmıştır. Bu ortamın kimyasal içeriği ve miktarları Tablo 

3’te listelenmiştir. 
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Tablo 3. MS Temel Besi Ortamının Kimyasal İçeriği ve Miktarları 

Kimyasal Bileşenler Miktarı (mg/l) 

MS makro elementleri  

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2.2H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

CaCl2 332,20 

MgSO4 180,7 

MS mikro elementleri   

MnSO4.4H2O 22,30 

MnSO4 16,90 

H3BO3 6,20 

KI 0,83 

Na2NoO4.2H2O 0,25 

CuSO4.5H2O 0,025 

CoCl2.6H2O 0,025 

ZnSO4.7H2O 8,60 

Na2EDTA.2H2O 37,26 

FeSO4.7H2O 27,8 

MS vitaminler   

Myo-inositol 100 

Nikotinik asit 0,5 

Pridoksin-HCl 0,5 

Tiamin-HCl 0,1 

Glisin 2 

MS ortamına ek olarak kullanılan kimyasallar 

İn vitro kültür ortamlarında MS temel besi ortamına ilave olarak kullanılan kimyasallar 

ve miktarları aşağıda verilmiştir (Tablo 4). 

Tablo 4. MS Ortamına İlave Olarak Kullanılan Kimyasal ve Miktarları 

Kullanılan kimyasal Miktar 

Agar 7 g/l 

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

Sükroz 30 g/l 

PVP (Polivinilpirolidon) 0,7 mg/l 

IAA (İndol-3-Asetik Asit) 0,0 – 2,0 mg/l 

2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) 0.0 – 4,0 mg/l 

IBA (İndol-3-Bütirik 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/l 

TDZ (Tidiazuron) 0,0 – 2,0 mg/l 

GA3 (Giberellik asit) 0,0 – 2,0 mg/l 
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Sterilizasyon işlemlerinde kullanılan kimyasallar 

Araştırmada sterilizasyonda %5’lik sodyum hipoklorit (NaOCl), %70’lik etil alkol (EtOH) ve 

TWEEN® 20 kullanılmıştır. 

Somaklonal varyasyon belirlemede kullanılan materyaller 

DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez işlemlerinde kullanılan kimyasal ve çözeltiler 

Araştırmada DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez işlemlerinde kullanılan kimyasallar 

aşağıda verilmiştir (Tablo 5). 

Tablo 5. DNA İzolasyonu, PCR ve Elektroforez İşlemlerinde Kullanılan Kimyasallar 

DNA İzolasyonu 

1M Tris-HCI   

0.5 M EDTA PH=0,8   

5 M NaCl  

3 M Sodyum Asetat (PH= 5,2)  

1X TE Buffer  

10X TE Buffer  

DNA ekstraksiyon tamponu (CTAB)  

10 M Amonyum Asetat  

Kloroform: İzoamil alkol (Fluka, 25666)  

%70’lik Etil Alkol  

2-propanol (izopropanol) (Sigma, I9516)  

Ribonükleaz (RNaz) (Sigma R6513)  

Proteinaz K (Sigma, P2308)  

PCR ve elektroforez işlemleri 

Primer (10 μM/μL)  

Taq DNA Master Mix (2X) (APQ-A0402) 

AMPLIQON) 
Kalıp DNA (10 ng/μL) 

Ultra Saf Su  

0,5X TBE tamponu 

10X TBE tamponu 

6x Loading buffer 

Agaroz 

 

Somaklonal varyasyon belirlenmesinde kullanılan SCoT primer dizileri 

Araştırmada rejenere bitkilerin genetik kararlıkları SCoT markör tekniği ile belirlenmiş 

olup, bu amaçla kullanılan primerlerin dizileri ve Tm (°C) sıcaklıkları Tablo 6’da verilmiştir.  
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Tablo 6. Somaklonal Varyasyon Belirlenmede Kullanılan SCoT Primerleri 

Primer Adı 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 

 

Yöntem 

Mikroçoğaltım Çalışmasında kullanılan çözeltilerin hazırlanışı 

Sterilizasyon işlemleri için kullanılan çözeltiler  

%70’lik Etil alkol: 700 ml %100’lük etil alkol alınarak toplam hacim saf su kullanılarak 1000 

ml’ye tamamlanmıştır.   

%1’lik Sodyum hipoklorit: %5 oranında NaOCl (sodyum hipoklorit) içeren ticari Ace® marka 

çamaşır suyundan 200 ml alınmış ve toplam hacim saf su kullanılarak 1000 ml’ye 

tamamlanmıştır.  
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Bitki Büyüme Düzenleyicilerinin Stok Çözeltilerinin Hazırlanışı 

Kültür ortamlarının hazırlanması için ilk olarak BBD stok solüsyonları hazırlanmıştır. 

BBD hazırlamada kullanılan çözücü ve seyreltici olarak kullanılan kimyasalların yanı sıra ve 

bu stok solüsyonların saklama sıcaklıkları Tablo 7’de verilmiştir.  

 

Tablo 7. BBD’lerin (1 mg/ml) Solüsyonlarının Hazırlanmasında Çözücü ve Seyreltici Olarak 

Kullanılan Kimyasallar ile Saklama Sıcaklıkları  

BBD 

Düzenleyicisi 

Çözücü Seyreltici Saklama 

koşulu 

 

2,4-D Etil alkol Su +4°C  
IAA Etil alkol Su -0°C 
NAA 1N NaOH Su +4°C  
BAP 1N NaOH Su +4°C  
KIN 1N NaOH Su -0°C 
TDZ Dimetil 

sülfoksit 

Su +4°C  
IBA Etil alkol Su -0°C 
GA3 Etil alkol Su +4°C  

 

Araştırmada kullanılan BBD’ler 1mg/1 ml stok çözelti olarak hazırlanmıştır. Bu 

kimyasalların hazırlanışı aşağıda verilmiştir. 

2,4-D: 10 mg 2,4-D’ye 0,5 ml EtOH damlatılarak çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 10 ml’ye tamamlanmıştır. Bu BBD her kullanımda taze olarak hazırlanmıştır. 

IAA: 50 mg IAA’ya 1 ml EtOH damlatılarak çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

NAA: 50 mg NAA’ya 1 ml 1N NaOH damlatılarak çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. +4°C’de muhafaza edilmiştir. 

BAP: 50 mg BAP’a 1 ml 1N NaOH eklenerek çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. +4°C’de muhafaza edilmiştir. 

KIN: 50 mg KIN’a 1 ml 1N NaOH damlatılarak çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

TDZ: 50 mg TDZ’ye 1 ml Dimetil sülfoksit damlatılarak çözdürülerek toplam hacim 

saf su kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. +4°C’de muhafaza edilmiştir. 

IBA: 50 mg IBA’ya 1 ml EtOH damlatılarak çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

GA3: 50 mg GA3’e 1 ml EtOH damlatılarak çözdürülerek toplam hacim saf su 

kullanılarak 50 ml’ye tamamlanmıştır. +4°C’de muhafaza edilmiştir. 
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Mikroçoğaltım ortamlarının hazırlanışı 

Mikroçoğaltım ortamının hazırlanması için aşağıdaki adımlar sırasıyla uygulanmıştır: 

1. İlk olarak, 1 litrelik bir beherin içine 350 ml saf su eklenmiştir. 

2. Ardından, sükroz (30 g/l) ve MES hidrat (1,95 g/l) ilave edilmiştir. 

3. Eklenen kimyasallar manyetik karıştırıcı tamamen çözündüğünde, 1N NaOH 

solüsyonu ile pH=5,8’e ayarlanmıştır. 

4. Hazırlanan çözelti, dereceli silindire aktarılmış ve hacim saf su kullanılarak 950 

ml’ye tamamlanmıştır. 

5. Jel yapıcı madde olarak 7 g/l agar içeren erlene dökülmüş ve otoklavda 20 dakika 

boyunca 105 kPa basınçta 121°C’de sterilizasyon işlemine tabi tutulmuştur. 

6. Otoklavdan sonra, ısıya duyarlı maddeler ilave edilmiştir. Bu amaçla, 100 ml’lik bir 

beherde MS temel besi ortamı (4,4 g/l) ve deneme planına göre uygun kimyasal 

Tablo 7’de belirtilen miktarlarda eklenmiş saf su kullanılarak hacim 50 ml’ye 

tamamlanarak ve karıştırılmıştır. Bu solüsyon, 0,22 μm poroziteli selüloz nitrat 

filtrelerden geçirilerek steril edilmiş ve 50°C’ye kadar soğutulan otoklavlanmış 

ortama ilave edilmiştir. 

Somaklonal varyasyon belirlemesinde kullanılan çözeltiler 

DNA izolasyonu için kullanılan çözeltiler 

Araştırmada DNA izolasyonu için kullanılan çözeltilerin hazırlanışı aşağıda verilmiştir. 

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

121,1 g Tris-base 700 ml saf suda çözdürülmüş ardından 42,0 ml konsantre HCI (%37,2-

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

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

136,1 g EDTA 800 ml saf su içinde çözdürülmüş ve devamında 20,0 g NaOH ilave 

edilerek, pH:8,0’a ayarlanmıştır. Ardından son hacim saf su kullanılarak 1000 ml’ye 

tamamlanarak otoklavlanmıştır. 

5 M NaCl (500 ml)  

146,1 g NaCl, 450 ml saf su içinde çözdürülmüş ve toplam hacim 500 ml’ye saf su ile 

tamamlanmış ve otoklavlanarak oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

 

  



 

32 

 
 

 

10X TE Buffer (1000 ml)  

880 ml saf su içerisine 20,0 ml 0,5 M EDTA eklenmiş ve ardından 100 ml 1 M Tris-

HCI eklenerek pH=8,0’a ayarlanmış ve 1000 ml’ye saf su kullanılarak tamamlanmıştır. 

1X TE Buffer (1000 ml)  

1X TE Buffer hazırlamak için 10X TE Buffer’dan 100 ml alınmış ve toplam hacim 1000 

ml’ye saf su kullanılarak tamamlamıştır. (DNA örnekleri 1X TE Buffer ile çözdürülmüştür)  

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

40,8 g sodyum Asetat 80 ml saf suya çözdürülmüş ve pH = 5,2 oluncaya kadar glasiyel 

asetik asit (GAA) eklenerek karıştırılmıştır. Ardından, toplam hacim 100 ml’ye saf su 

kullanılarak tamamlanmıştır. 

10 M Amonyum Asetat  

77,0 g amonyum asetat 800 ml saf su içinde çözdürülmüş ve son hacim 1000 ml’ye 

tamamlanmıştır. Hazırlanan stok solüsyon +4°C’de muhafaza edilmiştir. 

DNA ekstraksiyon tamponu (50 ml) 

1,0 g toz CTAB (setil trimetil amonyum bromür) 20,0 ml saf su içinde ısıtılarak 

çözdürülmüş ve üzerine 0,5 g (%0,1) sodyum bisülfit ilave edilerek çözdürülmüştür. Çözünen 

solüsyon üzerine 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) β-merkaptoetanol eklenmiş son hacim 50 ml’ye saf su ile tamamlanmıştır. 

Ribonükleaz (RNaz) (10 mg/ml) 

100 mg ribonükleaz 10,0 ml saf suda çözdürülmüştür. 

Proteinaz K (10 mg/ml) 

100 mg proteinaz K 10,0 ml saf su yardımıyla çözdürülmüştür. 

PCR ve elektroforez işlemleri için kullanılan çözeltiler  

10X TBE tamponu:  

108,0 g Tris-base ve 55,0 g Borik asit 700 ml saf su içinde çözdürülmüş ve çözeltiye 

40,0 ml 0,5 M EDTA eklenip son hacim 1000 ml’ye saf su ile tamamlanmıştır. 

0,5X TBE tamponu:  

50,0 ml 10X TBE’den alınarak 950 ml saf su kullanılarak 1000 ml’ye tamamlanmıştır. 
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Mikroçoğaltım Aşaması 

Çalışmada kullanılan alet ve ortam sterilizasyonu  

Çalışmada kullanılan aletler (pens, bistüri, makas vb.) otoklav yardımıyla steril 

edilmiştir. Yine çalışmada kullanılan steril kabin içi %70’lik etil alkol ile silinmiş canlı bitki 

materyali hariç kullanılan tüm aletler %70’lik etil alkolden geçirilip steril kabin içine 

yerleştirilmiştir. Ardından çalışmaya başlamadan en az 20 dakika boyunca UV lambası 

çalıştırılmıştır. Aynı zamanda çalışma anında bisturi, pens gibi aletler her seferinde etil alkole 

(%99,5) daldırılıp alevden geçirilerek steril edilmiştir.  

Tohumların hazırlanması 

Işkın tohumları sterilizasyon işleminde kullanılan kimyasalların tohuma nüfuzunu 

engelleyebilecek geniş kanatlı bir yapıya sahiptir. Bu nedenle sterilizasyon işlemi öncesinde 

tohum kanatları embriyoya zarar vermeden elle çıkarılmıştır (Şekil 8) (Akin et al. 2019). 

 

Şekil 8.Tohumların hazırlanması 

Tohumların yüzey sterilizasyonu 

İlk olarak ışkın tohumları 10 dakika boyunca musluk suyu altında yıkanmıştır. Ardından 

steril kabin içine alınarak %70’lik etil alkolde 1 dakika süreyle karıştırılmış ve 3 kere 

otoklavlanmış steril saf su kullanılarak durulanmıştır. Daha sonra içine tohumlar 2-3 damla 

Tween-20 damlatılmış %5’lik sodyum hipoklorit çözeltisinde 10 dakika boyunca manyetik 

karıştırıcıda karıştırılmış (Şekil 9) ve durulanıncaya kadar saf sudan geçirilmiştir. 

Sterilizasyondan sonra tohumlar distile saf su içinde +4oC’de 24 saat bekletilmiştir.  
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Şekil 9. Tohumların sterilizasyonu 

Besin ortamı ve diğer bileşenlerin sterilizasyonu 

MS besi ortamları, 121°C’de 105 kPa basınçta 15 dk süreyle otoklavlanarak, yüksek 

sıcaklıkta bozulabilen diğer bileşenler (BBD, vitamin vb.) ise 0,22 μm poroziteli selüloz nitrat 

filtrelerden geçirilerek steril edilmiştir. 

 İn vitro tohum ve embriyo çimlendirme 

Sterilizasyonu yapılmış tohumların olgunlaşmış embriyoları, steril kabin içinde pens ve 

bistüri yardımıyla embriyoya zarar vermeden çıkartılmıştır. Daha sonra tam tohum ve embriyo 

eksplantları (Şekil 10) ½ Murashige ve Skoog (MS), (1962) temel besi ortamı, 30 g/l sükroz, 

1,95 mg/l MES hidrat, 7 g/l agar, GA3 ve IBA içeren 8 farklı ortamda çimlendirilmek (Tablo 

8) amacıyla 25±1C°’de 16:8 saat fotoperiyotta 14 gün boyunca kültüre alınmıştır. 

Çimlendirmede kullanılan ortamlar ışkın (Rheum ribes) ve Rheum türlerinde yapılan literatür 

taramaları sonucunda belirlenmiş ve modifiye edilmiştir (Tuncer ve Günsan, 2017; Khan et al. 

2022; Singh and Chaturvedi 2022; Tuncer 2021). 
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Şekil 10. İn vitro çimlendirmede kullanılan tohum ve embriyo eksplantları 

 

Tablo 8. Çimlendirme Denemelerinde Kullanılan Besi Ortamları  

MS 
GA3 

(mg/l) 

IBA  

(mg/l) 

MS 0,0 0,0 

MS 0,0 1,0 

MS 1,75 0,0 

MS 1,75 1,0 

½ MS 0,0 0,0 

½ MS 0,0 1,0 

½ MS 1,75 0,0 

½ MS 1,75 1,0 

 

Mikroçoğaltım aşamalarının uygulanışı 

Çalışmada mikroçoğaltım iki aşamada yürütülmüştür. Bu aşamalar aşağıda sırasıyla 

açıklanmıştır.  

Birinci aşama 

Birinci aşamada olgun tohumdan temin edilen embriyo ekseni eksplantı ile in vitro 

şartlarda çimlendirilen embriyo eksplantından elde edilen 7 günlük fidelerden alınan kotiledon 

ve hipokotil eksplantları farklı bitki büyüme düzenleyicileri ve miktarlarını içeren ortam ile 

kültür şartlarından oluşan 36 farklı yöntemde kültüre alınmıştır (Şekil 11 ve 12). 
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Şekil 11. Birinci aşamada kullanılan eksplantlar (A) Embriyo ekseni, (B) Kotiledon, (C) 

Hipokotil. 

 Şekil 12. Eksplantların kültür edilmesi 

Bu çalışmada uygulanan yöntemler, ışkın (Rheum ribes) ve Rheum cinsine ait diğer 

Rheum türlerinde çeşitli araştırmacılar tarafından kullanılan yöntemler esas alınarak belirlenmiş 

ve modifiye edilmiştir (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 Günsan 

2017; Tabin et al. 2018; Wojtania and Mieszczakowska-Frąc 2021; Tuncer 2021; Khan et al. 

2022; Singh and Chaturvedi 2022). Bu yöntemlerde MS temel besi ortamı, 30 g/l sükroz, 7 g/l 



 

37 

 
 

 

agar+ 1,95 g/l MES hidrat ve 0,7 mg/l PVP’ye ilave olarak kullanılan BBD’leri Tablo 9’da 

verilmiştir. 1- 29 nolu yöntemlerde eksplantlar, karanlıkta ve 25±1°C sıcaklıkta 14 gün boyunca 

kültüre alınmıştır. 14. günün sonunda ise 16 saat fotoperiyotta (32 µmol/m2s) 25±1°C’de aynı 

ortamda 21 gün süreyle alt kültüre alınmıştır. 30-36 nolu yöntemler ise 35 gün süreyle 

karanlıkta ve 25±1°C sıcaklıkta 14 gün boyunca kültüre alınmıştır. Bu yöntemlerde eksplantlar 

15. Günde aynı ortamda alt kültüre alınmıştır. Bu aşamada her petri kabı bir tekerrür olarak 

kabul edilmiş ve her petri kabına 10 adet eksplant ekilmiştir. Ayrıca bu aşama tam şansa bağlı 

deneme planına göre 4 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 9.  1. Aşamada Kullanılan Yöntemlerin Ortam İçeriği  

Yöntem 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 3.0 KIN 

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 3.0 KIN + 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 4.0 BAP + 1.0 2,4-D 

24 5.0 BAP + 2.0 2,4-D 

25 2.0 BAP + 1.0 IBA 

26 3.0 BAP + 2.0 IBA 

27 3.0 BAP + 1.0 IBA 

28 3.0 BAP + 0.5 IBA 

29 2.0 KIN + 1.0 IBA 

30  0.5 BAP + 0.5 KIN + 1.0 2,4-D 

31 1.0 BAP + 1.0 2,4-D 

32 1.0 BAP + 2.0 2,4-D 

33 2.0 BAP + 1.0 2,4-D 

34 2.0 BAP + 2.0 2,4-D 

35 2.0 KIN + 2.0 2,4-D 

36 1.0 BAP + 1.0 KIN+1.0 2,4-D 
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İkinci aşama 

Birinci aşamada embriyo ekseni, hipokotil ve kotiledon eksplantlarından 30 nolu 

yöntemde 14. günde elde edilen kalluslar [embriyo ekseni kaynaklı kallus (E-kallus), hipokotil 

kaynaklı kallus (H-kallus) ve kotiledon kaynaklı kallus (K-kallus)] bu aşamada eksplant olarak 

kullanılmıştır. Bu aşamada uygulanan ortamlar (Tablo 10), ışkın (Rheum ribes) ve Rheum 

cinsine ait diğer Rheum türlerinde çeşitli araştırmacılar tarafından kullanılan yöntemler esas 

alınarak belirlenmiş ve modifiye edilmiştir (Rashid et al. 2014; Mun and Mun 2016; Tuncer ve 

Günsan, 2017; Tabin et al. 2018; Tuncer 2021; Wojtania and Mieszczakowska-Frąc, 2021; 

Khan et al. 2022; Singh and Chaturvedi 2022). 

Bu ortamlarda MS temel besi ortamı, 30 g/l sükroz, 7 g/l agar+ 1,95 g/l MES hidrat ve 

0,7 mg/l PVP’ye ilave olarak kullanılan BBD’ler Tablo 10’da verilmiştir. Eksplantlar, 

karanlıkta ve 25±1°C sıcaklıkta 14 gün boyunca kültüre alınmıştır. 14. günün sonunda ise 16 

saat fotoperiyotta (32 µmol/m2s) 25±1°C’de aynı ortamda 21 gün süreyle alt kültüre alınmıştır.  

Tablo 10. Mikroçoğaltımın 2.Aşamasında Kullanılan Ortamlardaki BBD Kombinasyonu 

Ortam BBD kombinasyonu mg/l 

1 2,0 BAP + 0,5 TDZ 

2 2,0 BAP + 0,2 NAA + 1,0 GA3 

3 2,0 BAP + 0,1 IAA + 1,0 GA3 

4 2,0 BAP + 0,1 NAA+ 0,1 IAA 

5 2,0 BAP + 2,0 KIN + 0,2 NAA + 1,0 GA3 

6 2,0 BAP + 2,0 KIN + 1,0 GA3 

7 3,0 BA P + 0,1 KIN+ 0,1 IAA 

8 2,0 BAP + 1,0 IBA 

Sürgünlerin köklendirilmesi 

Yaklaşık 2-2,5 cm uzunluğuna ulaşan sürgünler 1 mg/l IBA içeren ½ MS temel besi 

ortamı, 30 g/l sükroz, 7 g/l agar+ 1,95 g/l MES hidrat ortamında magenta kutularında 

köklendirilmiştir (Farzami Sepehr and Ghorbanli 2005). 

Rejenere bitkilerin dış ortama alıştırılması 

Elde edilen bitkilerin in vitro kültür ortamından alınarak dış ortama adaptasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Bitkilerin kök kısımlarından besi ortamı kalıntılarını uzaklaştırmak için 

musluk suyu altında kök kısmına zarar vermeyecek şekilde yıkanmıştır. Kök kısımları yıkanan 

bitkiler 1:1 torf ve toprak içeren küçük saksılara dikilerek üzerleri naylon torba ile örtülmüş ve 

saksı altında ¼ Hoagland solüsyonuyla (Hoagland and Arnon 1950) sulanmıştır. Saksılardaki 

bitkiler, iklim odasında 25±1°C’de 16 saatlik fotoperiyotta büyütülmeye devam edilmiştir. 1 

hafta sonunda naylon torbalar, kademeli olarak delinmiştir. 10 günün sonunda, ilk günlerde 
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günde 1-2 saat, daha sonra 4-5 saat ve 4 hafta sonra tamamen kaldırılarak genç bitkiler ortam 

şartlarına alıştırılmıştır. Daha sonra aklimize edilen bitkiler saksıları değiştirilerek dış ortama 

aktarılmıştır. 

Araştırmada incelenen doku kültürü parametreleri  

Araştırmada aşağıda formülleri verilen parametrelere ait veriler incelenmiştir (Tüncer 

ve Gürsan 2017; Farzami Seper and Ghorbanli, 2005; Malik et al. 2010; Kazak and Salata 2011; 

Tabin et al 2016, 2018). 

a. Kallus oluşum oranı (KOO) (%) = (Toplam kallus sayısı / Toplam eksplant sayısı) x 

100,  

b. Direkt organogenesis oranı (DOO) (%) = (Direkt sürgün veya kök oluşturan eksplant 

sayısı / Toplam eksplant sayısı) x 100,  

c. İndirekt organogenesis oranı (İOO) (%) = (İndirekt sürgün veya kök oluşturan eksplant 

sayısı / Toplam eksplant sayısı) x 100,  

d. Direkt Somatik embriyogenesis oranı (DSEO) (%) = (Direkt somatik embriyogenesis 

oluşturan eksplant sayısı / Toplam eksplant sayısı) x 100, 

e. İndirekt Somatik embriyogenesis oranı (İSEO) (%) = (İndirekt somatik embriyogenesis 

oluşturan eksplant sayısı / Toplam eksplant sayısı) x 100, 

f. Direkt organogenesis kaynaklı eksplant başına bitki sayısı (DOBS) (adet/eksplant) = 

(Direkt organogenesis kaynaklı bitki sayası / Toplam eksplant sayısı) 

g. İndirekt organogenesis kaynaklı eksplant başına bitki sayısı (İOBS) (eksplant/adet) = 

(İndirekt organogenesis kaynaklı bitki sayası / Toplam eksplant sayısı) 

h. Direkt somatik embriyogenesis kaynaklı eksplant başına bitki sayısı (DSEBS) 

(eksplant/adet) DSEBS = (Direkt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayası / 

Toplam eksplant sayısı) 

i. İndirekt somatik embriyogenesis kaynaklı eksplant başına bitki sayısı (İSEBS) 

(eksplant/adet) İSEBS = (indirekt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayası/Toplam 

eksplant sayısı)  

j. Eksplant başına bitki sayısı (EBBS) (eksplant/adet) EBBS = (Toplam rejenere bitki 

sayısı / Toplam eksplant sayısı) 

 



 

40 

 
 

 

Somaklonal varyasyonun belirlenmesi 

Araştırmada, 1. ve 2. aşamada EBBS bakımından en yüksek rejenere bitki sayısının 

meydana geldiği sistemlerden elde edilen bitkilerin genetik kararlılıkları SCoT moleküler 

markör tekniği ile belirlenmiştir. Araştırmada bulk DNA örnekleme stratejisi uygulanmıştır 

(Reyes-Valde´s et al. 2013). Bunun için her rejenerasyon sistemi için her tekerrürden şansa 

bağlı olarak seçilen 3 toplamda 12 bitkinin yaprağı alınmış ve karıştırılmıştır. Sıvı azot 

içerisinde dondurulan yaprak örnekleri DNA izalosyonu edilinceye kadar -80°C’de 

depolanmıştır.  

DNA izolasyonu  

DNA izolasyonu aşağıda verilen protokole uygun olarak gerçekleştirilmiştir; 

1. 0,3 g bitki örneği tartılarak sıvı azot yardımıyla havan içinde öğütülmüş ve 2 ml’lik 

ependorf tüpler içine alınmıştır.  

2. Daha sonra örneklere çalışmadan önce hazırlanmış ve 65°C’de su banyosunda 

bekletilmiş 1 ml DNA ekstraksiyon tamponu eklenerek 1 saat boyunca su banyosunda 

65°C’de inkübe edilmiştir. (Her 10 dakikada bir alt üst edilmiştir) 

3. 1 saatin sonunda tüpler su banyosundan alınarak 10 dakika boyunca oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Daha sonra her bir tüpe 750 µl kloroform:izoamil alkol eklenerek 15 

dakika boyunca yavaşça alt üst edilerek karıştırılmış ve 14000 rpm’de ve 24°C’de 20 

dakika boyunca santrifüjlenmiştir. 

4. Santrifüj işleminden sonra ve üst faz yeni bir tüpe aktarılmış ve üzerine 750 µl 

kloroform izoamil alkol eklenmiş ve 14000 rpm’de ve 4°C’de 20 dakika boyunca 

santrifüj yapılmıştır.  

5. Ardından üst faz yeni bir tüpe aktarılmış ve üzerine 2,5 µl RNaz (10 mg/ml) ve 8 µl 

proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 45 dakika boyunca 37°C’de bekletilmiştir. 

6. DNA çökeltisi elde etmek için her tüpe 100 µl amonyum asetat, 100 µl sodyum asetat 

(3M) ve hacmin iki buçuk katı kadar -20°C’de muhafaza edilen izopropanol eklenmiş 

ve 14000 rpm’de ve 4°C’de 20 dakika boyunca santrifüj yapılmış ve üst faz atılmıştır. 

7. Ardından, 37°C’de 15 dakika boyunca kurutulduktan 100 µl 1×TE tamponu eklenerek 

çözdürülmüştür. 

8. Elde edilen DNA örnekleri kullanıma kadar -20°C’de muhafaza edilmiştir. 
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SCoT analizi 

Çalışmada Kullanılan SCoT Primerlerin Hazırlanışı:  

Çalışmada 30 adet SCoT primeri kullanılmıştır (Xia et al. 2014). SCoT primerleri 

yapılan literatür araştırmaları ile belirlenmiştir (Collard and Mackill 2009). SCoT primer 

dizilimleri Tablo 6’da gösterilmiştir. Kullanılan primerler üretici firmanın talimatları esas 

alınarak 100 µM olacak şekilde sulandırılmış ve stok primer hazırlanmıştır. Ardından, uygun 

hesaplamalar yapılarak 1 μM konsantrasyonda çalışma solüsyonları hazırlanmıştır. 

SCoT-PCR işleminin uygulanması  

SCoT analizi Tablo 11’de verilen PCR işlemi ve PCR şartlarına uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 13). 

Tablo 11. SCoT PCR Bileşenleri, Miktarları ve PCR Şartları 

PCR bileşeni  Miktar 

Taq DNA Master Mix (2X) :  8,0 μl  
Primer (10 μM/μL)  :  1,0 μl  
Ultra saf su  :  5,0 μl  

Kalıp DNA (10 ng/μL)  :  1,0 μl  
Toplam  :  15 μl  

PCR Şartları  
Ön ayrışma  :  95°C  5 dk.  
Ayrışma  :  94°C  1 dk   
Bağlanma  :  54-63°C  1 dk  40 Döngü  
Uzama  :  72°C  1,5 dk.   
Final uzama  :  72°C  10 dk.  
Bekletme  :  +4°C  ∞ 

  

Şekil 13. PCR işleminin hazırlanışı ve uygulanması. 

 

Elektroforez işlemi  

150 ml 1X TBE içeren erlene 1,5 g agaroz eklenmiş mikrodalgada 4 dakika boyunca 

çözdürülmüştür. Ardından 5 μl etidyum bromür (EtBr) eklenerek karıştırılmış ve önceden 



 

42 

 
 

 

hazırlanan jel tankına dökülmüştür. Jelin donmasının ardından elde edilen SCoT PCR 

ürünlerinden 10 μL alınarak 3 μL 6x loadin buffer karıştırılıp kuyucuklara yüklenmiştir. İlk 

kuyucuğa DNA ladder yüklenmiştir. Jel 70 voltta 1,5 saat yürütülmüştür (Şekil 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 14. Jel Elektroforez işleminin uygulanması. 

İstatistiksel Analizler 

Araştırmanın 1.aşamada incelenen parametrelere ait veriler 3 (eksplant tipi) x 36 (yöntem) 

faktöriyel düzende, ikinci aşamada incelenen parametrelere ait veriler ise 3 (eksplant tipi) x 8 

(ortam) faktöriyel düzende tam şansa bağlı deneme planına göre varyans analizine (ANOVA) tabi 

tutulmuştur. Ortalamalar arasındaki farklar %5 önem seviyesinde Tukey çoklu karşılaştırma testi 

ile belirlenmiştir. İstatistik analizler Minitab 19 bilgisayar programı kullanılarak yapılmıştır. 

SCoT amplifikasyon bantlarında Total Lab TL120 bilgisayar programı yardımıyla var (1) 

veya yok (0) olacak şekilde ikili matris oluşturulmuştur. Elde edilen veriler NTSYSpc 2.11 paket 

programıyla analiz işlemine tabi tutulmuştur. İkili matrislerden SIMQUAL modülü kullanılarak 

Jaccard benzerlik katsayısı hesaplanmıştır. Benzerlik katsayılarından SAHN modülü kullanılarak 

UPGMA (aritmetik ortalamayı kullanan ağırlıksız çift grup metodu) yöntemiyle dendrogram 

oluşturulmuştur. Her primer için Polimorfizm bilgi içeriği (PIC), ayırt etme gücü (D) ve çözme 

gücü (R) online iMEC yazılımı ile belirlenmiştir (Amiryousefi et al. 2018).  
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ARAŞTIRMA BULGULARI  

Bu araştırmada, Rheum ribes (ışkın)’te farklı eksplantlardan somatik embriyogenesis 

ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro mikroçoğaltım sistemi 

belirlenmiştir. Yine araştırmada, in vitro şartlarda oluşması muhtemel somaklonal varyasyonlar 

dikkate alınarak, in vitro rejenere bitkilerin genetik kararlılıkları SCoT markör tekniği 

kullanılarak tespit edilmiştir. Mikroçoğaltım çalışmaları iki aşamada yürütülmüştür. Birinci 

aşamada olgun tohumdan temin edilen embriyo ekseni eksplantı ile in vitro şartlarda 

çimlendirilen embriyo eksplantından elde edilen 7 günlük fidelerden alınan kotiledon ve 

hipokotil eksplantları farklı bitki büyüme düzenleyicileri ve miktarlarını içeren ortam ile kültür 

şartlarından oluşan 36 farklı yöntemde kültüre alınmıştır. İkinci aşamada ise, birinci aşamada 

tüm eksplantlarda en iyi kallus oluşumunun meydana geldiği ortam ve kültür şartından elde 

edilen (30 nolu yöntem) embriyo ekseni, kotiledon ve hipokotil kaynaklı kalluslar eksplant 

olarak kullanılmış ve bu eksplantlar 8 farklı ortamda kültüre alınmıştır. Her iki aşama sonunda 

rejenerasyon etkinliği bakımından en iyi olan sistemler belirlenmiş (15 adet) ve bu sistemlerde 

meydana gelen rejenere bitkilerin genetik kararlılığı 20 adet SCoT primeri kullanılarak tespit 

edilmiştir. Bu araştırmada elde edilen bulgular aşağıda ayrıntılı olarak açıklanmıştır. 

Mikroçoğaltım 

Birinci aşama 

İn vitro çimlendirme 

Çimlenme oranı ve çimlenme süresi üzerine farklı güçteki temel besi ortamı (MS veya 

½ MS) ile GA3 (0 ve 1,75 mg/l) ve IBA (0,0 ve 1,0 mg/l)’nın farklı konsantrasyonlarından 

oluşan ortamın ve çimlendirme için kullanılan eksplantın (tohum ve embriyo) ana etkileri ile 

bunların interaksiyonunun etkisi önemli (p<0,01) bulunmuştur (Tablo 12). Çimlenme oranı 

bakımından embriyolar (%69,38) tohuma göre (%54,38) daha yüksek bir çimlenme oranına 

sahip olmuştur. Ortamın ana etkisi bakımından, en yüksek çimlenme %88,75 ile ½ MS + 1,75 

mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA içeren ortamda meydana gelmiştir. Eksplantların çimlenme oranının 

ortamlara göre değişmesi eksplant × ortam interaksiyon etkisinin önemli (p<0,01) çıkmasına 

neden olmuştur. Embryo eksplantının çimlenme oranı %47,50 ile %100,0 arasında değişirken, 

tohum eksplantının çimlenme oranı %27,50 ile %77,50 arasında değişim göstermiştir (Tablo 

12, Şekil 15). Her iki eksplantta da (tohum için %77,5 ve embriyo için %100) en yüksek 
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çimlenme oranı ½ MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortamında tespit edilmiştir. Diğer 

taraftan, her iki eksplanta da en düşük çimlenme BBD içirmeyen MS ortamında meydana 

gelmiştir (Tablo 12). 

Ortalama çimlenme süresi bakımından embriyolar (7,47 gün) tohuma göre (10,16 gün) 

daha kısa sürede çimlenmiştir. Eksplantın ortalamasına göre en kısa sürede çimlenme 6,75 gün 

ile ½ MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortamında gerçekleşmiştir. Eksplantların ortalama 

çimlenme süresi ortam içeriğine göre değişmiş ve ExO interaksiyonu önemli (p<0,01) 

bulunmuştur (Tablo 12). Ortalamalara göre, tohum eksplantının ortalama çimlenme süresi 7,25-

13,75 gün arasında değişirken, embriyo eksplantında bu süresinin 6,25-8,75 gün arasında 

olduğu belirlenmiştir. Her iki eksplantta da (tohum için 7,25 gün ve embriyo için 6,5 gün) en 

kısa çimlenme süresi yine ½ MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortamında tespit edilmiştir. 

Bu sonuçlara göre ½ MS + 1,75 mg/l GA3 + 1,0 mg/l IBA ortamında embriyodan oluşan 

bitkilerin kotiledon ve hipokotil eksplantları mikroçoğaltımın 1. aşamasında eksplant olarak 

kullanılmıştır (Şekil 15). 

Tablo 12. Tohum ve Embriyo Eksplantlarının Farklı Ortamlara Göre Çimlenme Oranı (%) ve 

Ortalama Çimlenme Süreleri (gün)1. 

Ortam Çimlenme oranı (%) Ortalama çimlenme süresi (gün) 

MS 
GA3 

(mg/l) 

IBA 

(mg/l) 
Tohum Embriyo Ortalama Tohum Embriyo Ortalama 

MS 0,0 0,0 27,50e 47,50e 37,50d 13,75a 8,75a 11,25a 

MS 0,0 1,0 40,00d 60,00d 50,00c 12,25b 8,00abc 10,13b 

MS 1,75 0,0 52,50c 52,50de 52,50c 11,00c 7,25cde 9,13c 

MS 1,75 1,0 67,50ab 70,00c 68,75b 10,25cd 7,00cde 8,63cd 

½ MS 0,0 0,0 57,50 52,50de 55,00c 9,75d 8,50ab 9,13c 

½ MS 0,0 1,0 60,00bc 80,00b 70,00b 9,25d 7,50bcd 8,38d 

½ MS 1,75 0,0 52,50c 92,50a 72,50b 7,75e 6,50de 7,13e 

½ MS 1,75 1,0 77,50a 100,00a 88,75a 7,25e 6,25e 6,75e 

Ortalama   54,38B 69,38A  10,16A 7,47B  

F değeri (Eksplant -E) - - 230,40** - - 528,29** 

F değeri (Ortam-O) 51,33** 124,43** 133,03** 86,84** 14,84** 79,35** 

F değeri (E×O) - - 15,63** -  - 22,33** 

VK (%) 7,96 5,09  4,61 6,26  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir. (p>0,05) 
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Şekil 15. Tohum ve embriyo eksplantlarında in vitro çimlenme A: Tohum ile MS + 0 mg/l GA3 

+ 0 mg/l IBA, B: Embriyo ile ½ MS + 1,75 mg/l GA3 + 1 mg/l IBA, C: Tohum ile MS + 0 mg/l 

GA3 + 1 mg/l IBA, D: Embriyo ile ½ MS + 1,75 mg/l GA3 + 0 mg/l IBA. 

Kallus oluşum oranı (KOO%) 

Eksplantlar ve yöntemlere bağlı olarak farklı yapıda ve renkte kallus oluşumları 

gözlenmiştir. Genel olarak yeşil ve açık yeşil kalluslarda somatik embriyogenesis ve 

organogenesisin meydana geldiği gözlemlenmiştir. Öte yandan, sarı, beyaz renkli ve sulu yapılı 

kalluslar gevşek ve yumuşak görünümünde olduğu; kırmızı renkli kallusların ise canlı olmadığı 

tespit edilmiştir (Tablo 13, Şekil 16). 

Araştırmada, üç farklı eksplant tipi (embriyo ekseni, hipokotil ve kotiledon) ile 36 farklı 

yöntemin kallus oluşumu üzerindeki etkileri karşılaştırılmış ve KOO üzerine eksplant tipinin, 

yöntemin ve bunların interaksiyonunun etkisinin önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir 

(Tablo 13). 
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Eksplantın ana etkisi değerlendirildiğinde, ortalama KOO oranı, kotiledon için %73,3, 

hipokotil için %72,9 ve embriyo ekseni için %67,2 olarak bulunmuştur. KOO bakımından 

kotiledon ile hipokotil arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz olurken, bu eksplantlarla 

embriyo ekseni arasındaki fark önemli (p<0,01) olmuştur. Eksplantların ortalamasına göre en 

yüksek ortalama kallus oluşumu oranı %100,0 ile 30 nolu yöntemde ve en düşük ortalama 

kallus oluşumu oranı %35,0 ile 12 nolu yöntemde gözlenmiştir. Eksplantların kallus oluşum 

oranlarının yönteme göre değişim göstermesi E×Y interaksiyonun önemli (p<0,01) çıkmasına 

neden olmuştur. Yöntemlere göre embriyo eksplantının kallus oluşum oranı %17,5 ile %100 

arasında, hipokotil eksplantının %25,0 ile %100,0 arasında ve kotiledon eksplantının ise %42,5 

ile %100 arasında değişim gösterdiği tespit edilmiştir (Tablo 13). Tüm eksplantlarda en yüksek 

kallus oluşumu %100 ile 30 nolu yöntemde belirlenirken, en düşük kallus oluşum oranı ise 

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

Tablo 13. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre KOO (%) ve Renkleri1 

 

Yöntem 

KOO % Kallus rengi 

Embriyo 

ekseni 
Hipokotil Kotiledon Ortalama 

Embriyo 

ekseni 
Hipokotil Kotiledon 

1 45,0ijk 57,5f-e 55,0j-m 52,5kl AS B AS 

2 35,0k 45,0ij 67,5g-j 49,2lm AS S S 

3 32,5k 42,5ij 47,5lm 40,8mn AK S AK 

4 65,0e-h 55,0ghi 57,5i-l 59,2ijk S AS AS 

5 52,5hij 67,5d-g 70,0f-i 63,3hij B Y AY 

6 62,5fgh 25,0k 42,5m 43,3mn KR KR Y 

7 57,5ghi 35,0jk 52,5klm 48,3lm B AS AS 

8 52,5hij 55,0ghi 57,5i-l 55,0jkl B S B 

9 87,5abc 85,0abc 77,5d-g 83,3c-f S S S 

10 65,0e-h 85,0abc 82,5c-f 77,5fg AS B AS 

11 57,5ghi 62,5e-h 62,5h-k 60,8ijk K AKR KR 

12 17,5l 45,0ij 42,5m 35,0n AY B AY 

13 92,5ab 92,5ab 87,5a-d 90,8bcd AK AY Y 

14 87,5abc 85,0abc 95,0ab 89,2b-e AS AS B 

15 92,5ab 87,5abc 92,5abc 90,8bcd B B AS 

16 75,0c-f 95,0ab 87,5a-d 85,8b-f K K Y 

17 72,5def 75,0cde 67,5g-j 71,7gh AS AS AS 

18 65,0e-h 85,0abc 62,5h-k 70,8gh S S S 

19 55,0g-j 67,5d-g 67,5g-j 63,3hij B B B 

20 77,5cde 82,5bcd 85,0b-e 81,7ef AK B AS 

21 85,0bcd 92,5ab 67,5g-j 81,7ef S AS S 

22 72,5def 95,0ab 87,5a-d 85,0b-f Y AY AY 
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Tablo 13. (Devamı) 

23 75,0c-f 85,0abc 72,5e-h 77,5fg AS AS B 

24 65,0e-h 57,5f-e 62,5h-k 61,7ij B B AS 

25 75,0c-f 95,0ab 85,0b-e 85,0b-f S S B 

26 42,5jk 47,5hij 57,5i-l 49,2lm AS B B 

27 45,0ijk 75,0cde 65,0g-k 61,7ij B AS AS 

28 67,5efg 87,5abc 92,5abc 82,5def AS AY AY 

29 65,0e-h 75,0cde 72,5e-h 70,8gh S K S 

30 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a AY Y AY 

31 75,0c-f 72,5c-f 85,0b-e 77,5fg B KR B 

32 55,0g-j 82,5bcd 65,0g-k 67,5hi KR S KR 

33 72,5def 62,5e-h 95,0ab 77,5fg AS AS AS 

34 95,0ab 97,5ab 92,5abc 95,0ab B S S 

35 95,0ab 87,5abc 92,5abc 91,7abc Y AY Y 

36 85,0bcd 82,5bcd 87,5a-d 85,0b-f AS B B 

Ortalama 67,2B 72,9A 73,3A     

F değeri (Eksplant-E) - - - 60,35**    

F değeri (Yöntem-Y) 52,44** 48,23** 42,17** 120,27**    

F değeri (E×Y) - - - 11,66**    

VK (%) 7,73 7,69 6,63     
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar önemsizdir 

(p>0,05). B: Beyaz, Y: Yeşil, AY: Açık Yeşil, S: Sarı, AS: Açık Sarı, K: kırmızı, AK: Açık Kırmızı, K: Kırmızı, KR: 

Kahverengi, AKR: Açık Kahverengi 
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    K-1.Yöntem E-2.Yöntem H-3.Yöntem H-4.Yöntem 

    H-5.Yöntem E-6.Yöntem K-7.Yöntem H-8.Yöntem 

    H-9.Yöntem H-10.Yöntem K-11.Yöntem E-12.Yöntem 

    H-13.Yöntem H-14.Yöntem H-15.Yöntem K-16.Yöntem 

    H-17.Yöntem K-18.Yöntem E-19.Yöntem H-20.Yöntem 

Şekil 16. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen kallusların görünümü (Eksplant-

Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem numaralarının açıklamaları 

Tablo 9’da verilmiştir. 
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    K-21.Yöntem K-22.Yöntem E-23.Yöntem E-24.Yöntem 

 

 

  H-25.Yöntem H-26.Yöntem H-27.Yöntem H-28.Yöntem 

  

 

 H-29.Yöntem H-30.Yöntem K-31.Yöntem E-32.Yöntem 

    H-33.Yöntem K-34.Yöntem H-35.Yöntem K-36.Yöntem 

   E-30.Yöntem H-30.Yöntem K-30.Yöntem 

Şekil 16. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen kallusların görünümü (Eksplant-

Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem numaralarının açıklamaları 

Tablo 9’da verilmiştir. (Devamı) 
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Organogenesis oranı (%) 

Direkt organogenesis oranı (DOO) (%), kullanılan eksplantların kallus oluşturmadan 

direkt sürgün veya kök oluşturma yeteneğinin bir ölçüsüdür. Araştırmada, eksplant tipinin ana 

etkisi önemli (p<0,01) bulunmuştur. Yöntemlerin ortalamasına göre eksplantların DOO 

değerlendirildiğinde, en yüksek DOO %12,6 ile embriyo ekseninde elde edilirken bunu 

sırasıyla %8,8 ile hipokotil ve %8,2 ile kotiledon eksplantları izlemiştir (Tablo 14). DOO 

bakımından yöntemler arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemli (p<0,01) olduğu 

tespit edilmiştir (Tablo 14). Yöntemlerin 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 yöntemler) direkt organogenesis meydana 

gelmemiş, meydana gelen yöntemlerin DOO ise %10,0 (14 nolu yöntem) ile %59,2 (13 nolu 

yöntem) arasında değişmiştir (Tablo 14, Şekil 17). 

Eksplantların DOO yönteme göre değişim göstermesi E×Y interaksiyonun önemli 

(p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 14). Her üç eksplant tipinde de 23 yöntemde (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 yöntemler) direkt 

organogenesis meydana gelmemiştir. Direkt organogenesis meydana gelen yöntemlere göre 

embriyo ekseni için DOO %10,0 (29 nolu yöntem) ile %97,5 (12 nolu yöntem) arasında, 

hipokotil için %10,0 (4, 15 ve 27 nolu yöntemler) ile %50,0 (13 ve 25 nolu yöntemler) ve 

kotiledon için %10,0 (4, 10, 15, 27, 28 ve 29 nolu yöntemler) ile %47,5 (13 nolu yöntem) 

arasında değişim göstermiştir (Tablo 14, Şekil 17). 
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Tablo 14. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre DOO (%)1 

 

Yöntem 

DOO (%) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

2 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

3 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

4 20,0f 10,0e 10,0e 13,3f 

5 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

6 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

7 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

8 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

9 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

10 30,0e 27,5c 10,0e 22,5e 

11 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

12 97,5a 30,0bc 20,0d 49,2b 

13 80,0b 50,0a 47,5a 59,2a 

14 0,0h 0,0f 30,0c 10,0g 

15 20,0f 10,0e 10,0e 13,3f 

16 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

17 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

18 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

19 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

20 40,0d 30,0bc 40,0b 36,7c 

21 30,0e 20,0d 20,0d 23,3e 

22 17,5f 30,0bc 37,5b 28,3d 

23 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

24 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

25 60,0c 50,0a 40,0b 49,2b 

26 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

27 20,0f 10,0e 10,0e 13,3f 

28 30,0e 32,5b 10,0e 24,2e 

29 10,0g 20,0d 10,0e 13,3f 

30 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

31 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

32 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

33 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

34 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

35 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

36 0,0h 0,0f 0,0f 0,0h 

Ortalama 12,6A 8,8B 8,2C  

F değeri (Eksplant-E) - - - 514,43** 

F değeri (Yöntem-Y) 1617,89** 415,19** 555,03** 1991,36** 

F değeri (E×Y) - - - 202,48** 

VK (%) 9,37 13,19 14,16 - 
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05). 
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    K-10.Yöntem E-12.Yöntem E-13.Yöntem H-20.Yöntem 

 

  

 E-13.Yöntem H-25.Yöntem H-29.Yöntem E-25.Yöntem 

    E-13.Yöntem H-12.Yöntem K-25.Yöntem H-12.Yöntem 

    K-25.Yöntem K-20.Yöntem E-13.Yöntem H-13.Yöntem 

    H-27.Yöntem E-13.Yöntem H-29.Yöntem K-10.Yöntem 

Şekil 17. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen direkt organogenesis oluşumu 

(Eksplant-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem numaralarının 

açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir. 
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  H-4.Yöntem H-28.Yöntem H-15.Yöntem K-25.Yöntem 

    K-21.Yöntem K-20.Yöntem K-22.Yöntem H-10.Yöntem 

    H-10.Yöntem H-28.Yöntem H-20.Yöntem H-25.Yöntem 

 

 

  K-13.Yöntem K-29.Yöntem H-13.Yöntem H-25.Yöntem 

Şekil 17. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen direkt organogenesis oluşumu 

(Eksplant-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem numaralarının 

açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir (Devamı) 

İndirekt organogenesis oranı (İOO%), eksplant kaynaklı kallustan sürgün veya kök 

oluşturma yeteneğinin bir ölçüsüdür. Araştırmada, eksplant tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) 

bulunmuştur (Tablo 15). Kotiledonda elde edilen İOO’nun (%7,4) diğer iki eksplanttan (%6,6) 

daha yüksek ve aralarındaki farkın önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 15). 

Araştırmada, 14 yöntemde (1, 4, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 23, 24, 26, 29, 31 ve 34 nolu yöntemler) 

indirekt organogenesis meydana gelmemiş, meydana gelen yöntemlerin İOO ise %3,3 (13, 19 

ve 33 nolu yöntemler) ile %26,7 (36 nolu yöntem) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 15, 

Şekil 18). Embriyo ekseninde 22 yöntemde (1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 21, 22, 23, 

24, 25, 26, 27, 29, 31 ve 34 nolu yöntemler), hipokotil eksplantında 21 yöntemde (1, 2, 3, 4, 6, 

8, 10, 11, 12, 14, 17, 20, 21, 23, 24, 26, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu yöntemler) ve kotiledon 
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eksplantında ise 20 yöntemde (1, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 23, 24, 26, 29, 31, 32, 33 

ve 34 nolu yöntemler) indirekt organogenesis meydana gelmemiştir (Tablo 15). Embriyo 

ekseninde indirekt organogenesisin meydana geldiği yöntemlerin İOO %10,0 (5, 9, 20, 30, 33 

ve 35 nolu yöntemler) ile %30,0 (32 ve 36 nolu yöntemler) arasındadır. Bu oran, hipokotilde 

%10,0 (7, 9, 13, 15, 18, 19, 25, 28 ve 35 nolu yöntemler) ile %30,0 (16 nolu yöntem) ve 

kotiledonda %10,0 (9, 16, 21, 22, 25, 27, 30 ve 35 nolu yöntemler) ile %30,0 (2, 7 ve 36 nolu 

yöntemler) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 15, Şekil 18). 

Tablo 15. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre İOO (%)1 

 

Yöntem 

İOO (%) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

2 0,0e 0,0e 30,0a 10,0f 

3 20,0b 0,0e 0,0e 6,7g 

4 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

5 10,0d 20,0b 0,0e 10,0f 

6 0,0e 0,0e 20,0b 6,7g 

7 20,0b 10,0d 30,0a 20,0b 

8 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

9 10,0d 10,0d 10,0d 10,0f 

10 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

11 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

12 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

13 0,0e 10,0d 0,0e 3,3h 

14 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

15 17,5c 10,0d 20,0b 15,8cd 

16 20,0b 30,0a 10,0d 20,0b 

17 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

18 20,0b 10,0d 20,0b 16,7c 

19 0,0e 10,0d 0,0e 3,3h 

20 10,0d 17,5c 17,5c 15,0d 

21 0,0e 0,0e 10,0d 3,3h 

22 0,0e 20,0b 10,0d 10,0f 

23 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

24 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

25 0,0e 10,0d 10,0d 6,7g 

26 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

27 0,0e 20,0b 10,0d 10,0f 

28 20,0b 10,0d 20,0b 16,7c 

29 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

30 10,0d 20,0b 10,0d 13,3e 

31 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

32 30,0a 0,0e 0,0e 10,0f 

33 10,0d 0,0e 0,0e 3,3h 

34 0,0e 0,0e 0,0e 0,0i 

35 10,0d 10,0d 10,0d 10,0f 

36 30,0a 20,0b 30,0a 26,7a 

Ortalama 6,6B 6,6B 7,4A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 48,00** 

F değeri (Yöntem-Y) 516,66** 417,91** 562,60** 936,26** 

F değeri (E×Y) - - - 280,46** 

VK (%) 12,63 12,63 11,21 - 
1:Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05). 
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    E-28.Yöntem E-32.Yöntem H-36.Yöntem H-16.Yöntem 

    K-7.Yöntem H-13.Yöntem K-3.Yöntem H-16.Yöntem 

    E-18.Yöntem H-36.Yöntem K-6.Yöntem H-20.Yöntem 

    K-20.Yöntem K-35.Yöntem E-7.Yöntem K-36.Yöntem 

Şekil 18. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen indirekt organogenesis oluşumu 

(Eksplant-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem numaralarının 

açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir. 

Somatik embriyogenesis oranı (%) 

Direkt somatik embriyogenesis oranı (DSEO%), kullanılan eksplantların kallus 

oluşturmadan direkt somatik embriyolar oluşturma yeteneğinin bir ölçüsüdür. Araştırmada, 

direkt somatik embriyogenesis üzerine eksplant tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) bulunmuştur 

(Tablo 16). Yöntemlerin ortalamasına göre eksplantların DSEO değerlendirildiğinde, en yüksek 

DSEO %40,0 ile hipokotilde elde edilmiş, bunu sırasıyla %39,4 ile kotiledon ve %34,0 ile 

embriyo ekseni eksplantları izlemiştir (Tablo 16, Şekil 19). DSEO bakımından kotiledon ile 

hipokotil arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz olurken, bu eksplantlarla embriyo ekseni 

arasındaki farkın önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 16). Diğer taraftan DSEO 

bakımından yöntemler arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemli (p<0,01) olduğu 
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tespit edilmiştir (Tablo 16). Yöntemlerin 3 tanesinde (1, 2, ve 36 nolu yöntemler) direkt somatik 

embriyogenesis meydana gelmemiş, meydana gelen yöntemlerin DSEO ise %8,3 (3 nolu 

yöntem) ile %64,2 (23, 33 ve 34 nolu yöntemler) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 16, 

Şekil 19). 

Eksplantların DSEO yönteme göre değişim göstermesi E×Y interaksiyonun önemli 

(p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 16). Embriyo ekseninde 6 yöntemde (1, 2, 12, 17, 

30 ve 36 nolu yöntemler), hipokotil ve kotiledon eksplantlarından ise 3 yöntemde (1, 2 ve 36 

nolu yöntemler) direkt somatik embriyogenesis meydana gelmemiştir (Tablo 16). Embriyo 

ekseninde direkt somatik embriyogenesisin meydana geldiği yöntemlerin DSEO %10,0 (3 ve 

28 nolu yöntemler) ile %75,0 (23 nolu yöntem) arasındadır. Bu oran, hipokotilde %5,0 (3 nolu 

yöntem) ile %67,5 (17 ve 33 nolu yöntemler) ve kotiledonda %10,0 (3 ve 30 nolu yöntemler) 

ile %85,0 (34 nolu yöntem) arasında değişim göstermiştir (Tablo 16, Şekil 19). 
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Tablo 16. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre DSEO (%)1 

 

Yöntem 

DSEO (%)  

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,0j 0,0l 0,0n 0,0q 

2 0,0j 0,0l 0,0n 0,0q 

3 10,0hi 5,0l 10,0mn 8,3p 

4 37,5efg 45,0e-h 52,5c-f 45,0e-h 

5 47,5cde 52,5b-f 47,5d-g 49,2c-f 

6 20,0hi 20,0k 17,5lm 19,2o 

7 52,5cd 55,0a-f 37,5g-j 48,3d-g 

8 37,5efg 42,5f-i 45,0d-h 41,7g-j 

9 52,5cd 55,0a-f 57,5bcd 55,0bcd 

10 35,0fg 47,5d-g 55,0b-e 45,8e-h 

11 20,0hi 20,0k 17,5lm 19,2o 

12 0,0j 60,0a-d 47,5d-g 35,8jkl 

13 20,0hi 22,5k 40,0fi 27,5mn 

14 57,5bc 65,0ab 42,5e-h 55,0bcd 

15 37,5efg 55,0a-f 32,5h-k 41,7g-j 

16 45,0def 37,5g-j 52,5c-f 45,0e-h 

17 0,0j 67,5a 52,5c-f 40,0h-k 

18 57,5bc 55,0a-f 55,0b-e 55,8bc 

19 67,5b 62,5abc 45,0d-h 58,3ab 

20 30,0gh 32,5h-k 22,5klm 28,3mn 

21 35,0fg 30,0ijk 32,5h-k 32,5lm 

22 57,5bc 27,5jk 27,5i-l 37,5i-l 

23 75,0a 55,0a-f 62,5bc 64,2a 

24 47,5cde 45,0e-h 47,5d-g 46,7e-h 

25 37,5efg 30,0ijk 25,0jkl 30,8lm 

26 35,0fg 42,5f-i 47,5d-g 41,7g-j 

27 20,0hi 37,5g-j 42,5e-h 33,3klm 

28 10,0ij 22,5k 32,5h-k 21,7no 

29 52,5cd 55,0a-f 65,0bc 57,5ab 

30 0,0j 22,5k 10,0mn 10,8p 

31 37,5efg 50,0c-g 45,0d-h 44,2f-i 

32 35,0fg 42,5f-i 47,5d-g 41,7g-j 

33 57,5bc 67,5a 67,5b 64,2a 

34 52,5cd 55,0a-f 85,0a 64,2a 

35 45,0def 57,5a-e 52,5c-f 51,7b-e 

36 0,0j 0,0l 0,0n 0,0q 

Ortalama 34,0B 40,0A 39,4A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 72,04** 

F değeri (Yöntem-Y) 103,56** 66,53** 65,80** 184,82** 

F değeri (E×Y) - - - 21,94** 

VK (%) 11,74 12,18 12,39  
1:Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05). 
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    K-9.Yöntem E-29.Yöntem K-23.Yöntem K-34.Yöntem 

    K-17.Yöntem H-23.Yöntem K-33.Yöntem K-14.Yöntem 

    E-23.Yöntem H-23.Yöntem E-35.Yöntem H-36.Yöntem 

    H-12.Yöntem E-19.Yöntem H-14.Yöntem K-32.Yöntem 

    E-17.Yöntem H-34.Yöntem K-10.Yöntem K-6.Yöntem 

Şekil 19. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen direkt somatik embriyogenesis 

oluşumu (Eksplant-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem 

numaralarının açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir. 
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  K-4.Yöntem K-34.Yöntem H-31.Yöntem H-19.Yöntem 

  

 

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

Şekil 19. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen direkt somatik embriyogenesis 

oluşumu (Eksplant-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem 

numaralarının açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir (Devamı) 

İndirekt somatik embriyogenesis oranı (İSEO%), eksplant kaynaklı kallustan somatik 

embriyolar oluşturma yeteneğinin bir ölçüsüdür. Araştırmada, İSEO bakımından eksplant 

tipleri arasındaki farkın önemli (p<0,01) olduğu bulunmuştur. En yüksek İSEO %15,3 ile 

hipokotilde elde edilirken bunu sırasıyla %14,7 ile kotiledon ve %12,2 ile embriyo ekseni 

eksplantları izlemiştir (Tablo 17). İSEO bakımından yöntemler arasındaki farklılıkların 

istatistiksel olarak önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 17, Şekil 20). Yöntemlerin 

2 tanesinde (32 ve 34 nolu yöntemler) indirekt somatik embriyogenesis meydana gelmemiş, 

meydana gelen yöntemlerin İSEO ise %3,3 (8 ve 12 nolu yöntemler) ile %47,5 (30 nolu 

yöntem) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 17). 

Eksplantların indirekt somatik embriyogenesis oluşumları yönteme göre değişim 

göstermesi E×Y interaksiyonun önemli (p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 17). 

Embriyo ekseninde 16 yöntemde (6, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 32 ve 34 

nolu yöntemler), hipokotil eksplantında 7 yöntemde (1, 6, 8, 24, 25, 32 ve 34 nolu yöntemler) 

ve kotiledon eksplantında ise 12 yöntemde (3, 5, 8, 12, 13, 14, 18, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu 

yöntemler) indirekt somatik embriyogenesis meydana gelmemiştir. Dahası, her üç eksplant 

tipinde 32 ve 24 nolu yöntemlerde indirekt somatik embriyogenesis meydana gelmemiştir 

(Tablo 17). Embriyo ekseninde indirekt somatik embriyogenesisin meydana geldiği 

yöntemlerin İSEO %10,0 (1, 5, 8 ve15 nolu yöntemler) ile %50,0 (30 nolu yöntem) arasında, 

hipokotilde %10,0 (5, 12, 15, 17, 26, 29, 31, 33 ve 36 nolu yöntemler) ile %42,5 (30 nolu 

yöntem) ve kotiledonda %10,0 (7, 19, 22 ve 26 nolu yöntemler) ile %50 (30 nolu yöntem) 

arasında gerçekleşmiştir (Tablo 17, Şekil 20). 
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Tablo 17. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre İSEO (%)1 

 

Yöntem 

İSEO (%) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 10,0e 0,0e 20,0cd 10,0h 

2 20,0d 20,0c 20,0cd 20,0d 

3 20,0d 30,0b 0,0f 16,7ef 

4 20,0d 20,0c 30,0b 23,3c 

5 10,0e 10,0d 0,0f 6,7ij 

6 0,0f 0,0e 20,0cd 6,7ij 

7 20,0d 20,0c 10,0e 16,7ef 

8 10,0e 0,0e 0,0f 3,3k 

9 20,0d 22,5c 17,5d 20,0d 

10 0,0f 20,0c 20,0cd 13,3g 

11 0,0f 37,5a 20,0cd 19,2df 

12 0,0f 10,0d 0,0f 3,3k 

13 0,0f 17,5c 0,0f 5,8jk 

14 0,0f 20,0c 0,0f 6,7ij 

15 10,0e 10,0d 20,0cd 13,3g 

16 20,0d 20,0c 22,5c 20,8cd 

17 0,0f 10,0d 20,0cd 10,0h 

18 20,0d 22,5c 0,0f 14,2fg 

19 0,0f 20,0c 10,0e 10,0h 

20 17,5d 20,0c 20,0cd 19,2df 

21 20,0d 30,0b 30,0b 26,7b 

22 0,0f 17,5c 10,0e 9,2hi 

23 0,0f 22,5c 20,0cd 14,2fg 

24 0,0f 0,0e 30,0b 10,0h 

25 0,0f 0,0e 20,0cd 6,7ij 

26 0,0f 10,0d 10,0e 6,7ij 

27 0,0f 20,0c 30,0b 16,7ef 

28 20,0d 20,0c 30,0b 23,3c 

29 30,0c 10,0d 0,0f 13,3g 

30 50,0a 42,5a 50,0a 47,5a 

31 32,5c 10,0d 0,0f 14,2fg 

32 0,0f 0,0e 0,0f 0,0l 

33 30,0c 10,0d 0,0f 13,3g 

34 0,0f 0,0e 0,0f 0,0l 

35 20,0d 20,0c 30,0b 23,3c 

36 40,0b 10,0d 20,0cd 23,3c 

Ortalama 12,2C 15,3A 14,7B  

F değeri (Eksplant-E) - - - 154,64** 

F değeri (Yöntem-Y) 517,14** 93,20** 469,83** 386,25** 

F değeri (E×Y ) - - - 165,02** 

VK (%) 9,60 14,38 8,12  
1:Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05). 
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    E-7.Yöntem H-11.Yöntem K-25.Yöntem H-13.Yöntem 

    E-15.Yöntem K-17.Yöntem H-23.Yöntem H-28.Yöntem 

    K-4.Yöntem K-35.Yöntem H-21.Yöntem H-3.Yöntem 

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

Şekil 20. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen indirekt somatik embriyogenesis 

oluşumu (Eksplant-Yöntem) K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni. Yöntem 

numaralarının açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir. 
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Bitki rejenerasyonu 

Direkt organogenesis kaynaklı eksplant başına bitki sayısı (DOBS) (adet/eksplant), 

direkt organogenesisten meydana gelen bitkiler arasından rejenerasyon sürecini başarıyla 

tamamlayan bitkilerin sayısının, toplam kullanılan eksplant sayısına bölünmesinden elde 

edilmiştir. Araştırmada, DOBS üzerine eksplant tipinin ana etkisinin istatistiksel olarak önemli 

(p<0,01) olduğu belirlenmiştir (Tablo 18). Yöntemlerin ortalamasına göre, en yüksek DOBS 

0,133 ile embriyo ekseninden elde edilirken bunu sırasıyla 0,092 ile hipokotil ve 0,082 ile 

kotiledon eksplantları izlemiştir (Tablo 18, Şekil 21). Diğer taraftan, yöntemler arasındaki 

farklılıklar istatistiksel olarak önemli (p<0,01) bulunmuştur (Tablo 18). Yöntemlerin 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 

yöntemler) direkt organogenesis meydana gelmediği için bitki oluşumu gözlenmemiş, bitki 

oluşumunun gözlendiği yöntemlerin DOBS ise 0,10 (14 nolu yöntem) ile 0,65 (13 nolu yöntem) 

arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 18). 

Eksplantların DOBS yönteme göre farklılık göstermesi E×Y interaksiyonun önemli 

(p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 18). Her üç eksplant tipinde de 23 yöntemde (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 yöntemler) direkt 

organogenesis kaynaklı bitki oluşumu meydana gelmemiştir. Direkt organogenesis kaynaklı 

bitki oluşumunun gözlendiği yöntemlere göre embriyo ekseni için DOBS 0,10 (29 nolu yöntem) 

ile 1,08 (12 nolu yöntem) arasında, hipokotil için 0,10 (4, 15 ve 27 nolu yöntemler) ile 0,60 (25 

nolu yöntem) ve kotiledon için 0,10 (4, 10, 15, 27, 28 ve 29 nolu yöntemler) ile 0,50 (13 nolu 

yöntem) arasında değişim göstermiştir (Tablo 18). 
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Tablo 18. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre DOBS (adet/eksplant)1 

Yöntem 
DOBS (adet/eksplant) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

2 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

3 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

4 0,20f 0,10f 0,10f 0,13f 

5 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

6 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

7 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

8 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

9 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

10 0,30e 0,28d 0,10f 0,23e 

11 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

12 1,08a 0,30cd 0,20e 0,53b 

13 0,95b 0,50b 0,50a 0,65a 

14 0,00h 0,00g 0,30d 0,10g 

15 0,20f 0,10f 0,10f 0,13f 

16 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

17 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

18 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

19 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

20 0,40d 0,30cd 0,40b 0,37c 

21 0,30e 0,20e 0,20e 0,23e 

22 0,20f 0,30cd 0,38c 0,28d 

23 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

24 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

25 0,60c 0,60a 0,40b 0,53b 

26 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

27 0,20f 0,10f 0,10f 0,13f 

28 0,30e 0,33c 0,10f 0,24e 

29 0,10g 0,20e 0,10f 0,13f 

30 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

31 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

32 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

33 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

34 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

35 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

36 0,00h 0,00g 0,00g 0,00h 

Ortalama 0,133A 0,092B 0,082C  

F değeri (Eksplant-E) - - - 505,44** 

F değeri (Yöntem-Y) 649,71** 714,86** 1143,4** 1749,9** 

F değeri (E×Y ) - - - 203,62** 

VK (%) 13,90 12,86 10,08  
1:Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05). 
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İndirekt organogenesis kaynaklı eksplant başına bitki sayısı (İOBS) (adet/eksplant), 

indirekt organogenesisten meydana gelen bitkiler arasından rejenerasyon sürecini başarıyla 

tamamlayan bitkilerin sayısının, toplam kullanılan eksplant sayısına bölünmesiyle elde 

edilmiştir. Araştırmada, İOBS üzerine eksplant tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) olmuştur 

(Tablo 19). Yöntemlerin ortalamasına göre eksplantların İOBS değerlendirildiğinde, en yüksek 

İOBS 0,074 ile kotiledonda elde edilirken bunu sırasıyla 0,070 ile hipokotil ve 0,068 ile 

embriyo ekseni eksplantları izlemiştir (Tablo 19). İOBS bakımından embriyo eksen ile 

hipokotil arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz olurken, bu eksplantlarla kotiledon 

arasındaki farkın önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 19). Araştırmada, 14 

yöntemde (1, 4, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 23, 24, 26, 29, 31 ve 34 nolu yöntemler) İOBS meydana 

gelmemiş, meydana gelen yöntemlerin İOBS ise 0,03 (19, 21 ve 33 nolu yöntemler) ile 0,27 

(36 nolu yöntem) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 19). Embriyo ekseninde 22 yöntemde 

(1, 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 31 ve 34 nolu yöntemler), 

hipokotil eksplantında 20 yöntemde (1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 14, 17, 21, 23, 24, 26, 29, 31, 

32, 33 ve 34 nolu yöntemler) ve kotiledon eksplantında ise 20 yöntemde (1, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 

12, 13, 14, 17, 19, 23, 24, 26, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu yöntemler) indirekt organogenesis 

kaynaklı bitki meydana gelmemiştir (Tablo 19). Embriyo ekseninde indirekt organogenesisten 

bitki meydana gelen yöntemlerin İOBS 0,10 (5, 9, 30, 33 ve 35 nolu yöntemler) ile 0,30 (32 ve 

36 nolu yöntemler) arasında değişirken, hipokotilde 0,10 (7, 9, 13, 15, 18, 19, 25, 28 ve 35 nolu 

yöntemler) ile 0,30 (16 nolu yöntem) ve kotiledonda 0,10 (9, 16, 21, 22, 25, 27, 30 ve 35 nolu 

yöntemler) ile 0,30 (2, 7 ve 36 nolu yöntemler) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 19). 
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Tablo 19. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre İOBS (adet/eksplant)1 

Yöntem 
İOBS (adet/eksplant) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

2 0,00e 0,00e 0,30a 0,10j 

3 0,20b 0,00e 0,00e 0,07h 

4 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

5 0,10d 0,20b 0,00e 0,10f 

6 0,00e 0,00e 0,20b 0,07h 

7 0,20b 0,10d 0,30a 0,20b 

8 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

9 0,10d 0,10d 0,10d 0,10f 

10 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

11 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

12 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

13 0,00e 0,20b 0,00e 0,07h 

14 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

15 0,18c 0,10d 0,20b 0,16d 

16 0,20b 0,30a 0,10d 0,20b 

17 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

18 0,20b 0,10d 0,20b 0,17d 

19 0,00e 0,10d 0,00e 0,03i 

20 0,10d 0,23b 0,20b 0,18c 

21 0,00e 0,00e 0,10d 0,03i 

22 0,00e 0,20b 0,10d 0,10f 

23 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

24 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

25 0,00e 0,15c 0,10d 0,08g 

26 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

27 0,00e 0,20b 0,10d 0,10f 

28 0,20b 0,10d 0,20b 0,17d 

29 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

30 0,10d 0,20b 0,10d 0,13e 

31 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

32 0,30a 0,00e 0,00e 0,10f 

33 0,10d 0,00e 0,00e 0,03i 

34 0,00e 0,00e 0,00e 0,00j 

35 0,10d 0,10d 0,10d 0,10f 

36 0,30a 0,20b 0,30a 0,27a 

Ortalama 0,068B 0,070B 0,074A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 12,00** 

F değeri (Yöntem-Y) 543,86** 194,68** 562,60** 666,27** 

F değeri (E×Y) - - - 207,11** 

VK (%) 12,12 13,59 11,21  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05). 
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Direkt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayısı (DSEBS) (adet/eksplant), direkt 

somatik embriyogenesisten meydana gelen bitkiler arasından rejenerasyon sürecini başarıyla 

tamamlayan bitkilerin sayısının, toplam kullanılan eksplant sayısına bölünmesiyle elde 

edilmiştir. Araştırmada, DSEBS üzerine eksplant tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) 

bulunmuştur (Tablo 20). Yöntemlerin ortalamasına göre eksplantların DSEBS’leri 

değerlendirildiğinde, en yüksek DSEBS 0,404 ile hipokotilde elde edilmiş, bunu sırasıyla 0,401 

ile kotiledon ve 0,342 ile embriyo ekseni eksplantları izlemiştir (Tablo 20). DSEBS bakımından 

hipokotil ile kotiledon arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz olurken, bu eksplantlarla 

embriyo ekseni arasındaki fark önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 15). Diğer 

taraftan DSEBS bakımından yöntemler arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemli 

(p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 20). Yöntemlerin 3 tanesinde (1, 2 ve 36 nolu 

yöntemler) direkt somatik embriyogenesis meydana gelmediği için bitki oluşumu 

gözlenmemiş, bitki oluşumunun gözlendiği yöntemlerin DSEBS ise 0,08 (3 nolu yöntem) ile 

0,64 (23, 33 ve 34 nolu yöntemler) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 20). Diğer taraftan, 

eksplantların DSEBS yönteme göre değişim göstermesi E×Y interaksiyonun önemli (p<0,01) 

çıkmasına neden olmuştur (Tablo 20). Embriyo ekseninde 6 yöntemde (1, 2, 12, 17, 30 ve 36 

nolu yöntemler), hipokotil ve kotiledon eksplantlarından ise 3 yöntemde (1, 2 ve 36 nolu 

yöntemler) direkt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki meydana gelmemiştir (Tablo 20). 

Embriyo ekseninde 12, 17 ve 30 nolu yötemlerde somatik embriyo oluşumu gözlenmediği için 

bitki oluşumu meydana gelmemiştir. Yine 1, 2 ve 36 nolu yöntemlerde araştırmada kullanılan 

eksplantların tamamında somatik embriyo oluşumu meydana gelmediği için bitki rejenerasyonu 

gözlenmemiştir. Embriyo ekseninde direkt somatik embriyogenesten bitkinin meydana geldiği 

yöntemlerin DSEBS 0,10 (3 ve 28 nolu yöntemler) ile 0,75 (23 nolu yöntem) arasında, 

hipokotilde 0,05 (3 nolu yöntem) ile 0,68 (17 ve 33 nolu yöntemler) ve kotiledonda 0,10 (3 ve 

30 nolu yöntemler) ile 0,85 (34 nolu yöntem) arasında değişim göstermiştir (Tablo 20). 

 

 

 

  



 

67 

 
 

 

Tablo 20. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre DSEBS (adet/eksplant)1 

Yöntem 
DSEBS (adet/eksplant) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,00j 0,00l 0,00l 0,00p 

2 0,00j 0,00l 0,00l 0,00p 

3 0,10ij 0,05l 0,10kl 0,08o 

4 0,38efg 0,45e-h 0,53cde 0,45e-h 

5 0,48cde 0,53b-f 0,48def 0,49c-f 

6 0,20hj 0,20k 0,18jk 0,19n 

7 0,53cd 0,55a-f 0,38f-i 0,48d-g 

8 0,38efg 0,43f-i 0,45d-g 0,42ghi 

9 0,53cd 0,55a-f 0,58bcd 0,55bcd 

10 0,35fg 0,48d-g 0,55b-e 0,46e-h 

11 0,20hj 0,20k 0,18jk 0,19n 

12 0,00j 0,60a-d 0,68b 0,43fi 

13 0,20hj 0,22k 0,43e-h 0,28lm 

14 0,58bc 0,65ab 0,43e-h 0,55bcd 

15 0,38efg 0,55a-f 0,33e-h 0,42ghi 

16 0,45def 0,38g-j 0,53cde 0,45e-h 

17 0,00j 0,68a 0,53cde 0,40hij 

18 0,58bc 0,55a-f 0,55b-e 0,56bc 

19 0,68b 0,63abc 0,45d-g 0,58ab 

20 0,30gh 0,40h-k 0,25ij 0,32kl 

21 0,35fg 0,30i-k 0,30hij 0,32kl 

22 0,58bc 0,28jk 0,28ij 0,38ijk 

23 0,75a 0,55a-f 0,63bc 0,64a 

24 0,48cde 0,45e-h 0,48def 0,47e-h 

25 0,45def 0,30i-k 0,28ij 0,34jkl 

26 0,35fg 0,43f-i 0,48def 0,42ghi 

27 0,20hj 0,38g-j 0,43e-h 0,33jkl 

28 0,10ij 0,23k 0,33ghi 0,22mn 

29 0,53cd 0,55a-f 0,65bc 0,58ab 

30 0,00j 0,23k 0,10kl 0,11o 

31 0,38efg 0,50c-g 0,45d-g 0,44fi 

32 0,35fg 0,43f-i 0,48def 0,42ghi 

33 0,58bc 0,68a 0,68b 0,64a 

34 0,53cd 0,55a-f 0,85a 0,64a 

35 0,45def 0,58b-e 0,53cde 0,52b-e 

36 0,00j 0,00l 0,00l 0,00p 

Ortalama 0,342B 0,404A 0,401A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 77,01** 

F değeri (Yöntem-Y) 102,9** 66,53** 74,24** 188,83** 

F değeri (E×Y) - - - 24,77** 

VK (%) 12,33 12,03 11,87  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05).  
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İndirekt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayısı (İSEBS) (adet/eksplant), indirekt 

somatik embriyogenesisten meydana gelen bitkiler arasından rejenerasyon sürecini başarıyla 

tamamlayan bitkilerin sayısının, toplam kullanılan eksplant sayısına bölünmesiyle elde 

edilmiştir. Araştırmada, İSEBS bakımından eksplant tipleri arasındaki farkın önemli (p<0,01) 

olduğu bulunmuştur. En yüksek İSEBS 0,155 ile hipokotilde elde edilirken bunu sırasıyla 0,147 

ile kotiledon ve 0,117 ile embriyo ekseni eksplantları izlemiştir (Tablo 21). İSEBS bakımından 

yöntemler arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir 

(Tablo 21). Yöntemlerin 2 tanesinde (32 ve 34 nolu yöntemler) indirekt somatik 

embriyogenesis kaynaklı bitki meydana gelmemiş, meydana gelen yöntemlerin İSEBS ise 0,03 

(8 nolu yöntem) ile 0,43 (30 nolu yöntem) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 21). 

Eksplantların indirekt somatik embriyogenesisten bitki oluşumları yönteme göre 

değişim göstermesi E×Y interaksiyonun önemli (p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 21). 

Embriyo ekseninde 17 yöntemde (1, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 32 ve 

34 nolu yöntemler), hipokotil eksplantında 7 yöntemde (1, 6, 8, 24, 25, 32 ve 34 nolu yöntemler) 

ve kotiledon eksplantında ise 12 yöntemde (3, 5, 8, 12, 13, 14, 18, 29, 31, 32, 33 ve 34 nolu 

yöntemler) indirekt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki meydana gelmemiştir. İndirekt 

somatik embriyogenesis kaynaklı bitki rejenerasyonun görülmediği yöntemlerden sadece 

embriyo ekseninde 1 nolu yöntemde somatik embriyo oluşmasına rağmen bitki oluşumu 

görülmemiştir (Tablo 21). Embriyo ekseninde indirekt somatik embriyogenesisten bitkinin 

meydana geldiği yöntemlerin İSEBS 0,10 (5, 8 ve15 nolu yöntemler) ile 0,40 (30 nolu yöntem) 

arasında, hipokotilde 0,10 (5, 15, 17, 26, 29, 31, 33 ve 36 nolu yöntemler) ile 0,40 (30 nolu 

yöntem) ve kotiledonda 0,10 (7, 19, 22 ve 26 nolu yöntemler) ile 0,50 (30 nolu yöntem) arasında 

gerçekleşmiştir (Tablo 21). 

 

 

  



 

69 

 
 

 

Tablo 21. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre İSEBS (adet/eksplant)1 

Yöntem 
İSEBS (adet/eksplant) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,00e 0,00e 0,20cd 0,07ij 

2 0,20c 0,20c 0,20cd 0,20d 

3 0,20c 0,30b 0,00f 0,17ef 

4 0,20c 0,20c 0,30b 0,23c 

5 0,10d 0,10d 0,00f 0,07ij 

6 0,00e 0,00e 0,20cd 0,07ij 

7 0,20c 0,20c 0,10e 0,17ef 

8 0,10d 0,00e 0,00f 0,03k 

9 0,20c 0,23c 0,18d 0,20d 

10 0,00e 0,20c 0,20cd 0,13g 

11 0,00e 0,38a 0,20cd 0,19de 

12 0,00e 0,18c 0,00f 0,06jk 

13 0,00e 0,18c 0,00f 0,06jk 

14 0,00e 0,20c 0,00f 0,07ij 

15 0,10d 0,10d 0,20cd 0,13g 

16 0,20c 0,20c 0,23c 0,21cd 

17 0,00e 0,10d 0,20cd 0,10h 

18 0,20c 0,23c 0,00f 0,14fg 

19 0,00e 0,20c 0,10e 0,10h 

20 0,18c 0,20c 0,20cd 0,19de 

21 0,20c 0,30b 0,30b 0,27b 

22 0,00e 0,18c 0,10e 0,09hi 

23 0,00e 0,23c 0,20cd 0,14fg 

24 0,00e 0,00e 0,30b 0,10h 

25 0,00e 0,00e 0,20cd 0,07ij 

26 0,00e 0,10d 0,10e 0,07ij 

27 0,00e 0,20c 0,30b 0,17ef 

28 0,20c 0,20c 0,30b 0,23c 

29 0,30b 0,10d 0,00f 0,13g 

30 0,40a 0,40a 0,50a 0,43a 

31 0,33b 0,10d 0,00f 0,14fg 

32 0,00e 0,00e 0,00f 0,00l 

33 0,30b 0,10d 0,00f 0,13g 

34 0,00e 0,00e 0,00f 0,00l 

35 0,20c 0,20c 0,30b 0,23c 

36 0,40a 0,10d 0,20cd 0,23c 

Ortalama 0,117C 0,155A 0,147B  

F değeri (Eksplant-E) - - - 231,00** 

F değeri (Yöntem-Y) 474,17** 89,58** 469,83** 349,78** 

F değeri (E×Y) - - - 168,07** 

VK (%) 10,10 14,23 8,00  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki 

farklar önemsizdir (p>0,05).  
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Tüm rejenrasyon sitemlerinden meydana gelen bitkilerin toplamının eksplant sayısına 

bölünmesiyle elde edilen eksplant başına bitki sayısı (EBBS) (adet/eksplant), üzerine eksplant 

tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) olmuştur (Tablo 22, Şekil 21). Yöntemlerin ortalamasına göre 

eksplantların EBBS değerlendirildiğinde, en yüksek EBBS 0,717 ile hipokotilde elde edilmiş, 

bunu sırasıyla 0,706 ile kotiledon ve 0,661 ile embriyo ekseni eksplantları izlemiştir (Tablo 22). 

EBBS bakımından hipokotil ile kotiledon arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz olurken, 

bu eksplantlarla embriyo eksen arasındaki farkın önemli (p<0,05) olduğu belirlenmiştir (Tablo 

22). 

Araştırmada, yöntemlere göre eksplant başına bitki sayısı EBBS 0,07 (1 nolu yöntem) 

ile 1,07 (20 nolu yöntem) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 22). Embriyo ekseninde 2 

yöntemde (1 ve 17 nolu yöntemler), hipokotilde 1 yöntemde (1 nolu yöntem) bitki meydana 

gelmemiş, kotiledonda ise tüm yöntemlerde bitki meydana geldiği gözlenmiştir (Tablo 22). 

Bitki oluşumunu meydana geldiği yöntemlere göre, embriyo ekseninde EBBS 0,20 (2, 6 ve 11 

nolu yöntemler) ile 1,15 (13 nolu yöntem) arasında değişirken, hipokotilde 0,20 (2 ve 6 nolu 

yöntemler) ile 1,10 (13 ve 20 nolu yöntemler) ve kotiledonda 0,10 (3 nolu yöntem) ile 1,03 (20 

nolu yöntem) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 22). 
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Tablo 22. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre EBBS (adet/eksplant)1 

Yöntem 
EBBS (adet/eksplant) 

Embriyo ekseni Hipokotil Kotiledon Ortalama 

1 0,00p 0,00n 0,20m 0,07p 

2 0,20o 0,20m 0,50kl 0,30o 

3 0,50lm 0,35kl 0,10m 0,32no 

4 0,78f-i 0,75g 0,93abc 0,82bc 

5 0,68hij 0,83efg 0,48kl 0,66fgh 

6 0,20o 0,20m 0,58ijk 0,33no 

7 0,93cde 0,85efg 0,78d-h 0,85bc 

8 0,48lmn 0,43jkl 0,45kl 0,45lm 

9 0,83efg 0,88d-g 0,85b-f 0,85bc 

10 0,65ijk 0,95b-e 0,85b-f 0,82bc 

11 0,20o 0,58hi 0,38l 0,38mn 

12 1,08ab 1,08ab 0,88b-e 1,01a 

13 1,15a 1,10a 0,93abc 1,06a 

14 0,58def 0,85efg 0,73fgh 0,72efg 

15 0,85def 0,85efg 0,83c-g 0,84bc 

16 0,85def 0,88d-g 0,85b-f 0,86bc 

17 0,00p 0,78g 0,73fgh 0,50kl 

18 0,98bcd 0,88d-g 0,75e-h 0,87b 

19 0,68hij 0,93c-f 0,55jk 0,72efg 

20 1,08ab 1,10a 1,03a 1,07a 

21 0,85def 0,80fg 0,90a-d 0,85bc 

22 0,75f-i 0,95b-e 0,85b-f 0,85bc 

23 0,75f-i 0,78g 0,83c-g 0,78cde 

24 0,48lmn 0,45ijk 0,78d-h 0,57ijk 

25 1,05abc 1,05abc 0,98ab 1,03a 

26 0,35n 0,53hij 0,58ijk 0,48l 

27 0,40mn 0,88d-g 0,93abc 0,73def 

28 0,80e-h 0,85efg 0,93abc 0,86bc 

29 0,93cde 0,85efg 0,75e-h 0,84bc 

30 0,50lm 0,83efg 0,70ghi 0,68fg 

31 0,70g-j 0,60h 0,45kl 0,58hij 

32 0,65ijk 0,43jkl 0,48kl 0,52jkl 

33 0,98bcd 0,78g 0,68hij 0,81bcd 

34 0,53klm 0,55hij 0,85b-f 0,64ghi 

35 0,75f-i 0,88d-g 0,93abc 0,85bc 

36 0,70g-j 0,30lm 0,50kl 0,50kl 

Ortalama 0,661C 0,717A 0,706A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 48,87** 

F değeri (Yöntem-Y) 149,41** 105,74** 79,61** 259,39** 

F değeri (E×Y) - - - 36,33** 

VK (%) 7,35 7,44 7,09  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05).  
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H-DO-12.Yöntem H-İO-36.Yöntem K-DO-25.Yöntem 

   E-DO-12.Yöntem K-DO-13.Yöntem K-DO-20.Yöntem 

   H-DSE-25.Yöntem E-DO-25.Yöntem K-İSE-21.Yöntem 

Şekil 21. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen bitkilerin görünümü (Esplant-

Rejenerasyon sistemi-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni, DO: Direkt 

organogenesis, İDO: İndirekt organogenesis, DSE: Direkt somatik embryogenesis, İSE: 

İndirekt somatik embriyogenesis. Yöntem numaralarının açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir. 
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   E-DO-12.Yöntem H-İSE-12.Yöntem E-DO-12.Yöntem 

   E-DO-18.Yöntem E-DO-33.Yöntem H-DO-25.Yöntem 

  

 

Şekil 21. Farklı eksplant ve yöntemlerde meydana gelen bitkilerin görünümü (Esplant-

Rejenerasyon sistemi-Yöntem). K: Kotiledon; H: Hipokotil, E: Embriyo ekseni, DO: Direkt 

organogenesis, İDO: İndirekt organogenesis, DSE: Direkt somatik embryogenesis, İSE: 

İndirekt somatik embriyogenesis. Yöntem numaralarının açıklamaları Tablo 9’da verilmiştir. 

İkinci aşama 

Kallus eksplantının elde edilmesi 

Birinci aşamada kullanılan tüm eksplantlarda en yüksek kallus oluşumu %100 ile 30 

nolu yöntemden elde edilmiştir. Bu yöntemin ortam ve kültür şartlarında 14 gün süreyle kültürü 

alınan embriyo ekseni, hipokotil ve kotiledon eksplantlarından elde edilen kalluslar [embriyo 
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ekseni kaynaklı kallus (E-kallus), hipokotil kaynaklı kallus (H-kallus) ve kotiledon kaynaklı 

kallus (K-kallus)] 8 farklı ortamda kültüre alınmıştır. Bu aşamada elde edilen bulgular aşağıda 

ayrıntılı olarak açıklanmıştır. 

İndirekt organogenesis (İOO) ve somatik embriyogenesis oranı (İSEO) (%) 

Araştırmada, İOO bakımından eksplant tipleri arasındaki fark önemli (p<0,01) 

bulunmuştur (Tablo 23). Yöntemlerin ortalamasına göre, en yüksek İOO %28,1 ile E-kallustan 

elde edilmiş, bunu sırasıyla %26,6 ile H-kallus ve %25,9 ile K-kallus eksplantları izlemiştir 

(Tablo 23, Şekil 22). E-kallus ve H-kallus arasındaki fark önemsiz olurken, bu eksplantlarla K-

kallus arasındaki fark önemli (p<0,05) bulunmuştur (Tablo 23). Diğer taraftan, Ortamların İOO 

%0,0 (4 ve 6 nolu ortamlar) ile %47,5 (5 nolu ortam) arasında değişmiş ve ortamın ana etkisi 

%1 önem seviyesinde önemli olmuştur (Tablo 23). 

Eksplantların indirekt organogenesis oluşum oranları ortama göre farklılık göstermiş ve 

E×O interaksiyonun etkisi önemli (p<0,01) bulunmuştur (Tablo 23). Diğer taraftan, her üç 

eksplant tipinde de 2 ortamda (4 ve 6 nolu ortamlar) indirekt organogenesis meydana 

gelmemiştir (Tablo 23). E-kallusta indirekt organogenesisin meydana geldiği ortamların İOO 

%20,0 (8 nolu ortam ile %52,5 (5 nolu yöntem) arasında değişim göstermiştir. Bu oran, H-

kallusta %20,0 (7 nolu ortam) ile %60,0 (5 nolu ortam) ve K-kallusta %20,0 (3 nolu ortam) ile 

%50,0 (8 nolu ortam) arasında olmuştur (Tablo 23). 

Tablo 23. Eksplant Tiplerinin Ortamlara Göre İOO (%)1 

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama 

1 40,0b 37,5b 40,0b 39,2b 

2 27,5c 27,5c 27,5c 27,5d 

3 57,5a 37,5b 20,0d 38,3b 

4 0,0d 0,0e 0,0e 0,0e 

5 52,5a 60,0a 30,0c 47,5a 

6 0,0d 0,0e 0,0e 0,0e 

7 27,5c 20,0d 40,0b 29,2d 

8 20,0c 30,0c 50,0a 33,3c 

Ortalama 28,1A 26,6A 25,9B  

F değeri (Eksplant-E) - - - 4,87** 

F değeri (Ortam-O) 148,43** 172,14** 434,14** 452,50** 

F değeri (E×O) - - - 63,30** 

VK (%) 12,57 11,53 6,82  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05).  
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    EK-1.Ortam HK-5.Ortam KK-5.Ortam HK-2.Ortam 

 

 

  HK-43.Yöntem KK-1.Ortam HK-7.Ortam HK-3.Ortam 

    EK-2.Ortam EK-2.Ortam EK-2.Ortam HK-8.Ortam 

    
KK-7.Ortam KK-3.Ortam EK-8.Ortam KK-8.Ortam 

Şekil 22. Farklı eksplant ve ortamlarda indirekt organogenesis oluşumu (Eksplant-Ortam). EK: 

Embriyo ekseni-kallus; HK: Hipokotil-kallus, KK: Kotiledon-kallus. Ortam numaralarının 

açıklamaları Tablo 10’da verilmiştir. 

İndirekt somatik embriyogenesis oranı (İSEO) (%) bakımından eksplant tipleri arasında 

farklılık görülmüş ve bu farklılık istatistiksel olarak önemli (p<0,01) bulunmuştur (Tablo 24). 

Ortamların ortalamasına göre en yüksek İSEO %55,6 ile K-kallusta elde edilmiş, bunu sırasıyla 

%46,3 ile E-kallus ve %42,8 ile H-kallus eksplantları izlemiştir (Tablo 24, Şekil 23). Diğer 

taraftan, İSEO bakımından ortamlar arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemli (p<0,01) 

olduğu tespit edilmiştir (Tablo 24). Eksplantların ortalamasına göre en yüksek ortalama indirekt 

somatik embriyogenesis oluşumu oranı %79,2 ile 6 nolu ortamda ve en düşük ise %35,8 ile 1 

nolu ortamda gözlenmiştir (Tablo 24). 

Eksplantların indirekt somatik embriyogenesis oluşum oranlarının ortama göre değişim 

göstermesi E×O interaksiyonun önemli (p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 24). 
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Eksplantların kültüre alındığı tüm ortamlarda somatik embriyo oluşumu gözlenmiştir. Kallus 

eksplantlarının ortamlara göre İSEO bakıldığında, E-kallus eksplantının İSEO %20,0 (3 nolu 

ortam) ile %85 (6 nolu ortam) arasında, H-kallus eksplantının %20,0 (1 nolu ortam) ile %75,0 

(6 nolu ortam) arasında ve K-kallus eksplantının ise %30,0 (8 nolu ortam) ile %77,5 (6 nolu 

nolu) arasında değişim gösterdiği tespit edilmiştir (Tablo 24). 

Tablo 24. Eksplant Tiplerinin Ortamlara Göre İSEO (%)1 

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama 

1 32,5c 20,0e 55,0c 35,8d 

2 45,0b 52,5b 52,5c 50,0b 

3 20,0d 45,0bc 62,5bc 42,5c 

4 52,5b 32,5d 62,5bc 49,2b 

5 45,0b 40,0cd 67,5ab 50,8b 

6 85,0a 75,0a 77,5a 79,2a 

7 47,5b 32,5d 37,5d 39,2cd 

8 42,5bc 45,0bc 30,0d 39,2cd 

Ortalama 46,3B 42,8C 55,6A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 60,49** 

F değeri (Ortam-O) 55,71** 49,12** 42,62** 97,17** 

F değeri (E×O) - - - 25,44** 

VK (%) 10,81 10,92 8,60  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki 

farklar önemsizdir (p>0,05).  
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EK-5.Ortam HK-4.Ortam EK-2.Ortam EK-1.Ortam 

  

  
HK-2.Ortam KK-7.Ortam KK-8.Ortam EK-7.Ortam 

    
HK-5.Ortam KK-3.Ortam EK-8.Ortam KK-6.Ortam 

    
KK-5.Ortam HK-8.Ortam EK-6.Ortam HK-6.Ortam 

Şekil 23. Farklı eksplant ve ortamlarda indirekt somatik embriyogenesis oluşumu (Eksplant-

Ortam). EK: Embriyo ekseni-kallus; HK: Hipokotil-kallus, KK: Kotiledon-kallus. Ortam 

numaralarının açıklamaları Tablo 10’da verilmiştir. 

Bitki sayısı 

Araştırmada, indirekt organogenesis kaynaklı bitki sayısı (İOBS) (adet/eksplant) 

üzerine eksplant tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) olmuştur (Tablo 25). Ortamların 

ortalamasına göre eksplantların İOBS değerlendirildiğinde, en yüksek İOBS 0,29 ile E-kallusta 

elde edilirken bunu sırasıyla 0,28 ile H-kallus ve 0,27 ile H-kallus eksplantları izlemiştir (Tablo 

25). Araştırmada, 2 ortamda (4 ve 6 nolu ortamlar) indirekt organogenesis kaynaklı bitki 

meydana gelmemiş, meydana gelen ortamların İOBS ise 0,28 (2 nolu ortam) ile 0,55 (5 nolu 

ortam) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 25). Eksplantların indirekt organogenesis 

kaynaklı bitkilerin ortama göre değişim göstermesi E×O interaksiyonun önemli (p<0,01) 

çıkmasına neden olmuştur. E-kallus eksplantında indirekt organogenesisten bitki meydana 
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gelen yöntemlerin İOBS 0,20 (8 nolu ortam) ile 0,58 (3 nolu ortam) arasında değişirken, 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) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 25). 

Tablo 25. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre İOBS (adet/eksplant)1 

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama 

1 0,40b 0,38b 0,40b 0,39b 

2 0,28c 0,28cd 0,28c 0,28d 

3 0,58a 0,38b 0,20d 0,38b 

4 0,00e 0,00e 0,00e 0,00e 

5 0,60a 0,68a 0,38b 0,55a 

6 0,00e 0,00e 0,00e 0,00e 

7 0,28c 0,20d 0,40b 0,29d 

8 0,20d 0,30bc 0,50a 0,33c 

Ortalama 0,29A 0,28AB 0,27B  

F değeri (Eksplant-E) - - - 4,33* 

F değeri (Ortam-O) 223,19** 154,29** 227,14** 467,79** 

F değeri (E×O) - - - 56,27** 

VK (%) 10,54 12,86 9,30  

 1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki 

farklar önemsizdir (p>0,05).  

İndirekt somatik embriyogenesis kaynaklı bitki sayısı (İSEBS) (adet/eksplant) 

bakımından eksplant tipleri arasındaki farkın önemli (p<0,01) olduğu bulunmuştur. En yüksek 

İSEBS 0.55 ile K-kallusta elde edilirken bunu sırasıyla 0,47 ile E-kallus ve 0,43 ile H-kallus 

eksplantları izlemiştir (Tablo 26). İSEBS bakımından ortamlar arasındaki farklılıkların 

istatistiksel olarak önemli (p<0,01) olduğu tespit edilmiştir (Tablo 26). İndirekt somatik 

embriyogenesis kaynaklı bitki meydana gelen ortamların İSEBS 0,33 (1 nolu ortam) ile 0,53 (5 

nolu ortam) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 26). 

Eksplantların indirekt somatik embriyogenesisten bitki oluşumları ortama göre değişim 

göstermesi E×O interaksiyonun önemli (p<0,01) çıkmasına neden olmuştur (Tablo 26). E-

kallusta indirekt somatik embriyogenesisten bitkinin meydana geldiği ortamların İSEBS 0,20 

(3 nolu ortam) ile 0,85 (6 nolu ortam) arasında, 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) arasında değişmiştir (Tablo 

26). 
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Tablo 26. Eksplant Tiplerinin Ortamlara Göre İSEBS (adet/eksplant)1 

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama 

1 0,30d 0,20e 0,50d 0,33d 

2 0,45bc 0,53b 0,53cd 0,50bc 

3 0,20e 0,45bc 0,63bc 0,43bc 

4 0,53b 0,33d 0,63bc 0,49bc 

5 0,50bc 0,40cd 0,68ab 0,53b 

6 0,85a 0,75a 0,78a 0,79a 

7 0,48bc 0,33d 0,38e 0,39cd 

8 0,43c 0,45bc 0,30e 0,39cd 

Ortalama 0,47B 0,43C 0,55A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 64,13** 

F değeri (Ortam-O) 81,45** 49,12** 52,95** 123,28** 

F değeri (E×O) - - - 28,61** 

VK (%) 9,04 10,92 7,87  

1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05).  

Her iki rejenrasyon siteminden meydana gelen bitkilerin toplamının eksplant sayısına 

bölünmesiyle elde edilen eksplant başına bitki sayısı (EBBS) (adet/eksplant) üzerine eksplant 

tipinin ana etkisi önemli (p<0,01) olmuştur (Tablo 27). Ortamların ortalamasına göre 

eksplantların EBBS değerlendirildiğinde, en yüksek EBBS 0,82 ile K-kallusta elde edilirken 

bunu sırasıyla 0,76 ile E-kallus ve 0,70 ile H-kallus eksplantları izlemiştir (Tablo 27, Şekil 24). 

EBBS bakımından ortamlar arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak önemli (p<0,01) olduğu 

bulunmuştur. Araştırmada, ortamlara göre EBBS 0,49 (40 nolu yöntem) ile 1,08 (5 nolu ortam) 

arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 27). E-kallus eksplantta EBBS 0,53 (4 nolu ortam) ile 

1,10 (5 nolu ortam) arasında değişirken, 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) arasında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 

27). 

  



 

80 

 
 

 

Tablo 27. Eksplant Tiplerinin Yöntemlere Göre EBBS (adet/eksplant)1 

Ortam E-kallus H-kallus K-kallus Ortalama 

1 0,70cd 0,58c 0,90b 0,73cd 

2 0,73cd 0,80b 0,80bc 0,78bc 

3 0,78bc 0,83b 0,83bc 0,81b 

4 0,53e 0,33d 0,63d 0,49e 

5 1,10a 1,08a 1,06a 1,08a 

6 0,85b 0,75b 0,78c 0,79b 

7 0,75bc 0,53c 0,78c 0,68d 

8 0,63de 0,75b 0,80bc 0,73cd 

Ortalama 0,76B 0,70C 0,82A  

F değeri (Eksplant-E) - - - 41,16** 

F değeri (Yöntem-Y) 55,46** 63,36** 23,36** 120,54** 

F değeri (E×Y) - - - 12,41** 

VK (%) 6,04 8,08 6,11  
1: Aynı sütunda aynı küçük harfle ve aynı satırda aynı büyük harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar 

önemsizdir (p>0,05).  
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HK-İO-5.Ortam EK-İSE-6.Ortam KK-İO-8.Ortam 

   EK-İSE-5.Yöntem KK-İO-5.Ortam HK-İO-3.Ortam 

   HK-İSE-5.Ortam EK-İSE-2.Ortam EK-İSE-5.Ortam 

Şekil 24. Farklı eksplant ve ortamlarda meydana gelen bitkilerin görünümü (Eksplant-Ortam). 

EK: Embriyo ekseni-kallus; HK: Hipokotil-kallus, KK: Kotiledon-kallus, İO: indirekt 

organogenesis, İSE: indirekt somatik embriyogenesis. Ortam numaralarının açıklamaları Tablo 

10’da verilmiştir. 
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Somaklonal Varyasyon 

Mikroçoğaltmanın amacı, küçük bir bitki dokusu parçasından çok sayıda genetik olarak 

özdeş bitkiyi hızla üretmektir. Bu nedenle bu araştırmada, EBBS bakımından birinci aşamadaki 

ExY ile ikinci aşamada ExO interaksiyonlarının önemliliği dikkate alınarak en yüksek rejenere 

bitki sayısının meydana geldiği sistemlerden (Tablo 28) elde edilen bitkilerin genetik 

kararlılıkları SCoT moleküler markör tekniği ile belirlenmiştir. 

Tablo 28. Somaklonal Varyasyon Kullanılan Yöntem 

Rejenerasyon 

sistem no 

Eksplant Yöntem/Or

tam 

EBBS DOBS İOBS DSEBS İSEBS 

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 Hipokotil 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 Hipokotil 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 

Araştırmada 30 SCoT primeri, ana bitkide test edilmiş ve bu primerleden en iyi 

amplifikasyonu sağlayan 20 adet SCoT primeri (Tablo 29) toplamda 15 farklı rejenerasyon 

sisteminden elde edilen rejenere bitkilerin genetik kararlılığını değerlendirmek için 

kullanılmıştır. Bazı SCoT primerlerine ait jel görüntüleri Şekil 26’de verilmiştir. Primer başına 

ortalama 16,65 adet bant, toplamda ise 333 adet DNA bantı elde edilmiştir. En fazla bant sayısı 

20 adet ile SCoT-1 primerinden elde edilirken, en az ise 13 adet ile SCoT-22 primerinde 

gözlenmiştir. Primerlerin polimorfizm oranı (%PO) karşılaştırıldığında en yüksek %PO, 

%58,82 ile SCoT-35 primerde bulunurken en düşük ise %5,56 ile SCoT-29 primerinde 

kaydedilmiştir. Araştırmada kullanılan primerlerin ortalama %PO ise %28,37 olarak 

belirlenmiştir (Tablo 29). 

Primerlerin polimorfik bilgi içeriklerinin (PIC), 0,077 (SCoT-21 primeri) ile 0,110 

(SCoT-2 ve SCoT-29) arasında değiştiği, primerlerin PIC değeri bakımından benzer değerlere 

sahip olduğu tespit edilmiştir (Tablo 29). Diğer taraftan, 4,125 ile SCoT-1 primeri en yüksek 

çözme gücüne (R) sahipken, 0,250 ile SCoT-26 ve SCoT-29 primerleri en düşük çözme gücüne 

sahip olmuştur. Araştırmada kullanılan primerlerin ortalama çözme gücü 1,825 olarak 

belirlenmiştir. Ayrıca, ayırt etme gücu (D), 0,282 (SCoT-21 primeri) ile 0,034 (SCoT-2 primeri) 
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arasında değiştiği belirlenmiş ve primerlerin ortalaması olarak 0,112 olarak bulunmuştur (Tablo 

29). 

Tablo 29. Çalışmada Kullanılan SCoT Primerlerinin Bant Bilgileri ve Polimorfizm Oranı. 

Primer PICa Db Rc TBd MBe PBf PO (%)g 

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  
a: Polimorfik bilgi içeriği (Liu 1998), b: Ayırt etme gücü (Tessier et al. 1999), c: Çözme gücü (Prevost and 

Wilkinson 1999), d: Toplam bant sayısı, e: Monomorfik bant sayısı, f: polimorfik bant sayısı, g: Polimorfizm 

oranı (%) 

SCoT bant desenleri genellikle kabul edilebilir düzeyde polimorfizm göstermiştir. 

Jaccard benzerlik katsayısı ve UPGMA algoritması temel alınarak NTSYS pc 2.1 yazılımı ile 

elde edilen bir dendrogramla, sistemler arasındaki genetik ilişki ortaya konulmuştur (Şekil 25). 

Araştırma sonuçlarına göre, mikroçoğaltım sistemleri arasındaki benzerlik katsayıları 0,845-

0,991arasında değişim göstermiştir. Dahası, farklı sistemlerden meydana gelen rejenere 

bitkilerin ana bitki ile arasındaki benzerlik katsayıları 0,904 ile 0,991 arasında değişim 

göstermiştir (Tablo 30). Ana bitkiyle en yüksek benzerlik 0,991 ile hipokotil eksplantının 12. 

yöntemde kültür edilmesi sonucu elde edilen sistemde (6 nolu sistem) belirlenmiştir. Bunu 

0,972 ile 13 nolu, 0,960 ile 4 nolu ve diğer sistemler izlemiştir (Tablo 30). Ana bitkiyle en 

düşük benzerlik 0,904 ile 15 nolu rejenerasyon sisteminde tespit edilmiştir. Dahası, ana bitkiyle 

elde edilen bu benzerliklerin mikroçoğaltım açısından kabul edilebilir düzeyde olduğu tespit 

edilmiştir. 
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Tablo 30. Jaccard Benzerlik Katsayısı Kullanılarak 20 SCoT Primeri ile Belirlenen 15 

Yöntem/Ortam ve Kontrol Arasındaki Genetik Benzerlik Değerleri. 

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

1 1,000                

2 0,940 1,000               

3 0,934 0,939 1,000              

4 0,960 0,901 0,895 1,000             

5 0,958 0,945 0,939 0,919 1,000            

6 0,991 0,931 0,925 0,969 0,949 1,000           

7 0,954 0,906 0,900 0,944 0,924 0,951 1,000          

8 0,927 0,926 0,932 0,888 0,945 0,918 0,894 1,000         

9 0,946 0,933 0,945 0,912 0,969 0,937 0,912 0,944 1,000        

10 0,928 0,927 0,950 0,889 0,957 0,919 0,900 0,950 0,969 1,000       

11 0,951 0,909 0,891 0,965 0,927 0,960 0,941 0,896 0,903 0,891 1,000      

12 0,922 0,926 0,956 0,888 0,945 0,913 0,894 0,932 0,957 0,975 0,885 1,000     

13 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    

14 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   

15 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  

16 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 açıklamaları Tablo 28’de verilmiştir 

 

 

Şekil 25. Ana bitki (1) ile rejenerasyon sistemleri arasındaki genetik ilişki dendrogramı. 

Coefficient
0.88 0.91 0.94 0.96 0.99
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Şekil 26. Bazı SCoT primerlerinden elde edilen jel elektroforez görüntüleri, M: Markör; 1: Ana 

bitki, 2 -16 nolu sistemlerin açıklamaları Tablo 28’de verilmiştir. 
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Şekil 26. Bazı SCoT primerlerinden elde edilen jel elektroforez görüntüleri, M: Markör; 1: 

Ana bitki, 2 -16 nolu sistemlerin açıklamaları Tablo 28’de verilmiştir. (Devamı) 
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TARTIŞMA 

Geçmişten günümüze kadar, tıbbi ve aromatik bitkiler birçok hastalığın tedavisinde 

yaygın olarak kullanılmıştır. Son zamanlarda bitkisel kökenli ilaçlara yönelik yapılan 

araştırmalar ile tıbbi bitkilerin içerdiği biyoaktif bileşiklerin farmakoloji üzerinde önemli etkiye 

sahip olduğu kanıtlanmıştır (Pandith and khan 2022; Bernela et al. 2023). Gerek sağlık alanında 

gerekse alternatif tıpta tıbbi bitkilerin aşırı kullanımı sonucunda habitat bozulmasını önlemek, 

bitkilerin doğal popülasyonlarını ve tükenmekte olan bitkilerin devamlılığını sağlayarak tıbbi 

bitkilere olan artan talebi karşılamak için alternatif üretim teknikleri geliştirmek zorunlu hale 

gelmiştir (Mehalaine and Chenchouni 2021). Doku kültürü, in vitro çoğaltma, rejenerasyon, 

farmasötik olarak önemli biyoaktif bileşiklerin üretimi ve de nadir ve tehlike altındaki tıbbi 

bitkilerin germplazm muhafazasında yaygın olarak kullanılmaktadır (Das and Rout, 2002). 

Niazian (2019), biyoaktif bileşiklerin aşırı üretimi, tıbbi bitkilerin in vitro muhafazası ve 

mikroçoğaltımı için bitki doku kültürü yöntemlerinin başarılı bir şekilde kullanıldığını 

bildirmiştir. Özellikle, bitki doku kültürünün önemli uygulama alanlarından biri olan in vitro 

mikroçoğaltım tekniği tıbbi bitkilerin hızlı çoğaltımında etkili bir şekilde kullanılmaktadır 

(Mehalaine and Chenchouni 2021). Dahası, in vitro mikroçoğaltım tekniği, düzenli, kaliteli ve 

yüksek verimli bir üretim sistemi sağlama potansiyeline sahiptir. Belirli bir benzer genotipteki 

bireylerin kolay ve hızlı üretimi için faydalı bir araç olduğu kanıtlanmıştır (Pandith et al. 2018). 

Tohum, bitki germplazmını korumak ve bitkiyi istenilen bölgeye taşımak için bitkinin 

en temel unsurudur. Yabani bitkilerde tohumla çoğaltmanın en önemli aşaması etkili bir 

çimlenme yönteminin belirlenmesidir. Tohum çimlenmesi sırasındaki uygun olmayan çevre 

koşulları ve tohum dormansisi gibi nedenler çimlenme oranını düşürmekte ve bunun sonucunda 

bitkilerin ex situ olarak korunmasını önlemektedir (Yamaner and Erdağ 2021). Bu soruna karşın 

geleneksel yöntemlerle çimlendirilmesi zor olan yabani bitkilerde in vitro çimlendirme bir 

alternatif sunmuştur. Dahası ana bitkiden alınan steril koşullar altında in vitro olarak elde edilen 

eksplantlar, ex vitro olarak elde edilen eksplantlardan in vitro çalışmalarda daha uygun olduğu 

yapılan çalışmalar (Hussain et al. 2012) sonucunda bildirilmiştir. Bu araştırmada çimlenme 

oranı bakımından embriyolar tohuma göre daha yüksek bir çimlenme oranına sahip olmuştur. 

Tohumdaki çimlenme oranın düşüklüğünün muhtemel sebebi embriyoyu çevreleyen dokularda 

bulunan inhibitörlerden kaynaklanmış olabilir. Dahası embriyonun izolasyonu ve in vitro 

kültürü bu bitkide tohum dormansi halinin üstesinden gelmek için uygun bir yaklaşım olduğu 

sonucuna varılmıştır. Song (2013), Rheum’un tohumlarının embriyo ve bazı içsel inhibitörlerin 

neden olduğu orta düzeyde bir tohum dormanisisi olduğunu ve Rheum’da tohum çimlenmesinin 
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türe ve habitata özgü olduğu ve hatta toprak nemindeki değişikliklere duyarlı olduğunu 

bildirmiştir. Yine araştırmamızda, her iki eksplantta da en yüksek çimlenme oranı ve en az 

ortalama çimlenme zamanı 1,75 mg/l GA3 ve 1 mg/l IBA içeren ½ MS ortamında elde 

edilmiştir.  GA3, tohum çimlenmesini uyarmak için hidrolitik enzimleri indükleyerek koruyucu 

dokuları olan endosperm veya tohum kabuğunu zayıflatıp tohum depo rezervlerinin 

hareketliliğini sağlayarak embriyonun büyümesini teşvik etmektedir (Bewley and Black 1994; 

Kucera et al. 2005). Diğer taraftan tohum dormansisinin kırılması için, soğukta nemli katlama, 

GA3 uygulama, tohum kabuğunu mekanik olarak aşındırma ve tohum ucunu kesme yöntemleri 

kullanılmaktadır (Hassan and Fardous 2003; Rahmanpour et al. 2007; Keskiner and Tuncer 

2019). Yapılan araştırmalarda IBA’nın embriyo çimlenmesini, kök ve sürgün oluşumunu 

arttırdığı belirlenmiştir (Samuel et al. 2009). Dhoran and Gudadhe (2012) çalışmalarında 

Aspargus sprengeri’de GA3 ve IBA uygulamasının, tohum dormansisinin kırılmasında etkili 

olduğunu ve en yüksek çimlenme ve canlılık indeksinin GA3 uygulamasında elde edildiğini 

bildirmişlerdir. Benzer şekilde, ½ MS ortamında Rheum türlerinde (R. khorasanicum (Darrudi 

et al. 2015) ve R. spiciforme (Khan et al. 2022)) GA3 uygulamalarının çimlenme parametreleri 

üzerine olumlu etkilerinin olduğu kaydedilmiştir.  

Bitki doku kültüründe kararma, eksplantların, farklılaşma ve/veya yeniden farklılaşma 

sürecinde kendi dokularından ortama kahverengi maddeler veya fenolikler saldığı bir olguyu 

ifade eder (Shen 2005; Amente and Chimdessa 2021). Fenoller, ortak olarak bir veya daha fazla 

hidroksil bileşeni taşıyan aromatik bir halkaya sahip çok çeşitli bitki maddelerini kapsayan 

kimyasal bileşiklerdir (Onuoha et al. 2011). Fenolik bileşikler genellikle sağlıklı bitki 

dokularında bulunur ve özelleşmiş hücre tiplerinde birikebilirken (Beckman 2000), özellikle 

doku yaralanması veya stresi takiben daha bol miktarda üretilir ve/veya bir savunma tepkisi 

olarak salınır (Dixon and Paiva 1995; Beckman 2000). Dahası, fenolik içerikleri yüksek olan 

bitkilerin in vitro kültür şartlarında kullanılan eksplantların kesik uçlarından kültürün ileri 

zamanlarında salınan polifenolik bileşiklerin oksidasyonu sonucunda kullanılan eksplantlarda 

(hipokotil, kotiledon, kallus vb.) kararma meydana gelebilmekte ve bu durum bitki 

rejenerasyon sürecinde önemli sorun teşkil etmektedir (Murkute and Patil 2003). Bu sorunu 

aşmak için 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 

kimyasalların kullanılmasının yanı sıra eksplantların düzenli aralıklarla alt kültüre edilmesi 

(Murkute and Patil 2003; Desai et al. 2018) gibi kültür uygulamalarına başvurulmaktadır. 

Ancak bu yöntemlerin etkinliği türden türe ve bitkinin fizyolojik koşullarına göre 

değişmektedir. Araştırmamızda, eksplantların kültürü sırasında fenolik bileşik kaynaklı 
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kararma sorunuyla karşılaşılmış ve meydan gelen kararmayı önlemek için farklı ışıklanma 

koşullarında eksplantlar 200 mg/l aktif karbon, 100 mg/l askorbik asit ve 0,7 mg/l PVP MS 

ortamlarında kültüre alınarak ön deneme yapılmıştır. Ön deneme sonucunda kültür 

ortamlarında 0,7 mg/l PVP kullanılmasının ve eksplantların 2 hafta boyunca karanlık bir 

ortamda kültüre alındıktan sonra ışık koşullarında 3 hafta süreyle alt kültüre alınmasının 

kararmayı kontrol etmek için en etkili yöntem olduğu bulunmuştur (veri sunulmamıştır). Ön 

denemelerimiz sonucunda belirlenen bu yöntem daha önce fenolik içeriği yüksek olan Punica 

granatum L.’de (Verma et al. 2021) kararmayı önlemek amacıyla başarıyla kullanılmıştır.  

Oksin ve sitokininler, bitki doku kültüründe hücre büyümesi ve farklılaşması, kallus 

oluşumu, kallustan adventif sürgün ve kök oluşumu gibi süreçlerde önemli rollere sahiptirler 

(Duangporn and Siripong 2009). Kallus indüksiyonu bitkilerin içsel oksin ve sitokinin 

seviyelerine bağlı olarak eksojen olarak uygulanan yüksek oksin/sitokinin uygulamasıyla 

ilişkilidir. Dahası içsel oksin ve sitokinin seviyeleri türe ve genotipe özgüdür (Centeno et al. 

1996; Su et al. 2011; Gutiérrez et al. 2011). Oksinler arasında, 2,4-D kallus oluşumu için en iyi 

ve etkili sentetik oksin tiplerinden biri olup tek ve çift çenekli bitkilerin kallus kültürlerinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Ho and Vasil 1983; Chee 1990; Mamun et al. 1996). Ayrıca, 

bitki türü ve çeşidine bağlı olarak BAP ve KIN sitokininleri, 2,4-D ile birlikte kallus 

indüksiyonu için kullanılmaktadır (Chai and Sticklen 1998). Genellikle, birçok bitki türünde 

eşit sitokinin/oksin oranı kallus indüksiyonunu uyarmaktadır (Skoog and Miller 1957; Rahman 

et al. 2019). Benzer şekilde araştırmamızda da en yüksek kallus oluşum oranı (%100) tüm 

eksplant tiplerinde eşit miktarda oksin (1 mg/l 2,4-D) ve sitokininin (0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l 

KIN) (30 nolu yöntem) uygulamalarında belirlenmiştir. Tuncer ve Günsan (2017) Rheum 

ribes’te eşit oranda oksin ve sitokinin (1 mg/l BAP+1 mg/l IBA) uygulamasında en yüksek 

kallus oluşum oranı gözlemlemişlerdir. Yine diğer Rheum cinslerinde (R. franzenbachii Munt., 

R. spiciforme Royle ve R. emodi) eşit konsantrasyonlarda oksin ve sitokinin ile desteklenen MS 

ortamlarında en yüksek kallus oluşum oranı elde edilmiştir (Paveen et al. 2012; Tabin et al. 

2016, Tabin et al. 2018; Khan et al. 2022).  

Araştırmamızda kallus oluşum oranları, yöntemlere ve eksplant tiplerine göre değişim 

göstermiştir. Ortalama kallus oluşum oranı bakımından, hipokotil ve kotiledon eksplantlarının 

embriyo eksenine göre daha yüksek değerlere sahip olduğu belirlenmiştir. Wang et al. (2011), 

Rheum franzenbachii Munt.’da en yüksek kallus oluşumunun yaprak eksplantlarından (%58,3), 

2 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA içeren MS ortamında elde edildiğini bildirmişlerdir. Yine, 

Rheum’da yapılan birçok çalışmada kallus oluşumu için hipokotil eksplantlarının daha başarılı 

olduğu sonucuna varılmıştır (Farzami Sepehr and Ghorbanli 2002; Tabin et al. 2016; Tuncer 
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ve Günsan 2017). Diğer taraftan, Rheum’da yapılan çalışmalarda tek başına oksin tiplerinin 

kullanılması kallus oluşumunu önemli ölçüde arttırmıştır. R. coreanum Nakai’de üzerine 

yapılan bir çalışmada (Mun and Mun 2016), 0,3 mg/l 2,4-D içeren MS ortamında en yüksek 

kallus oluşum oranı kaydedilmiştir. Benzer şekilde, Rheum webbianum Royle’de en yüksek 

kallus oluşum oranı (%100), 0,5 mg/l 2,4-D ile desteklenmiş MS ortamlarında elde edilmiştir 

(Rashid et al. 2014). 

İn vitro ortamda gelişen kalluslar bitki türüne, eksplant tipine ve besin içeriğine bağlı 

olarak renk bakımından değişiklik göstermektedir (Winarto et al. 2011; Jia et al. 2014). Bu 

araştırmada farklı yöntemlerden ve eksplantlardan elde edilen kalluslarda farklı renkler 

gözlemlenmiş ve bu kallusların her birinin farklı rejenerasyon kapasitesine sahip olduğu 

gözlenmiştir. Bulgularımızda 30 nolu yöntemde gelişen kallusların açık yeşil ve yeşil renkli 

olduğu ve bu kallusların yüksek rejenerasyon etkinline sahip olduğu tespit edilmiştir. Winarto 

et al. (2011), çalışmalarında kallus renklerinin yeşilden açık yeşile doğru değiştiğini ve her bir 

farklı renkteki kallusların ışık altında farklı rejenerasyon kapasitesine sahip olduğunu rapor 

etmişlerdir. Yine bu çalışmada, yeşilden açık yeşile kadar değişen kallus renklerinin yüksek 

rejenerasyon kapasitesine sahip olduğu, kızıl-sarı kallusların ise en düşük rejenerasyon 

etkinliğine sahip olduğu bildirilmiştir. Yine araştırmamızdaki bulgularımıza benzer şekilde, Jia 

et al. (2014) kallustan kök ve sürgün farklılaşmasında kallus renginin önemli bir kriter olduğunu 

vurgulamışlardır.  

Bitki rejenerasyonu, totipotensiyi temel alan bitki doku kültürünün ana unsurunu 

oluşturmaktadır. Bitki rejenerasyonu organogenesis ve somatik embriyogenesis olmak üzere 

iki temel sisteme bağlıdır (Bhatia and Bera 2015). Somatik embriyogenesis ve organogenesis 

yolluyla sürgün ve kök rejenerasyonu kapasitesi, kültür ortamı bileşenleri, bitki türü ve eksplant 

tipine göre değişmektedir. Özellikle oksin ve sitokinin tipi bitki büyüme düzenleyicileri doku 

kültüründe bitki rejenerasyonu için büyük bir öneme sahiptir (Hill and Schaller 2013).  Genel 

olarak sitokinin tipi BBD’lerin sürgün ve kök oluşumunu teşvik ettiği bilinmektedir. Ancak son 

yıllarda yapılan çalışmalar bitki türünün içsel oksin seviyesine bağlı olarak oksin ve 

sitokininlerin birlikte kullanımının sürgün ve kök rejenerasyonunu büyük oranda arttırdığını 

bildirmiştir (Gutiérrez et al. 2011). Bu durumun temel nedeninin eksojen olarak uygulanan 

oksinin, sitokinin sinyal yolunun aktivasyonu sağlayıp ve bunun sonucunda içsel sitokinin 

üretimini sağlayarak organogenik yanıtların artmasına yol açan bir mekanizmaya yönelik 

olduğu düşünülmektedir (Pernisová et al. 2009; Verma et al. 2021). Bununla birlikte Khan et 

al. (2022), R. spiciforme’de yüksek sitokinin (BAP ve KIN) konsantrasyonlarının kallustan 



 

 

91 

 
 

 

doğrudan köklenme sağladığı, buna karşın yüksek sitokinin ile birlikte GA3 uygulamasının 

sürgün oluşumunu sağlayarak bitki rejenerasyonunu arttırdığını bildirmişlerdir.  

Araştırmamızda aynı ortamda farklı eksplantlarda ve hatta aynı eksplant üzerinde farklı 

rejenerasyon sistemleri (organonogenesis ve somatik embriyogenesis) gözlemlenmiştir. 

Nitekim, Ouyang et al. (2016), Metabriggsia ovalifolia bitkisinde aynı ortamda hem 

organogenesis hem de somatik embriyogenesis sistemlerini gözlemlemişlerdir. Araştırmada, 1. 

aşamadaki en yüksek direkt organogenesis oranı 3,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l NAA (12 nolu 

yöntem) ve 3,0 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3 (13 nolu yöntem) içeren MS 

ortamında ve ışıklı koşullarda, en yüksek indirekt organogenesis oranı ise 1,0 mg/l BAP + 1,0 

mg/l KIN + 1,0 mg/l 2,4-D (36 nolu yöntem) içeren MS ortamında ve karanlık koşullarda 

meydana gelmiştir. Bu sonuçlar yüksek miktarda sitokinin içeren ortamların ve ışıklı koşulların 

direkt organogenesisi, eşit miktarda oksin ve sitokinin içeren ortamların ve karanlık koşulların 

ise kallus oluşumu aracılığıyla organogenesisi teşvik ettiğini göstermiştir. Yapılan bazı 

araştırmalarda sitokinin ve oksinin eşit konsantrasyonlarda kullanılması durumunda sürgün 

rejenerasyonunun gerçekleştiği bildirilmiştir. Rheum emodi Wall.’de yapılan bir çalışmada 

(Tabin et al. 2018)  en yüksek sürgün oluşumunun 15 µM BAP ile 15 µM IBA içeren MS 

ortamında, yine benzer şekilde Rheum spiciforme’de yaprak eksplantlarından elde edilen en 

yüksek sürgün rejenerasyonun 15 µM BAP ve 15 µM 2,4-D içeren MS ortamında elde edildiği 

bildirilmiştir (Tabin et al. 2016). Ayrıca araştırmamızda, eksplantların direkt ve indirekt 

organogenesis oranları ortam içeriğine göre değişim göstermiştir. Bu durum araştırmada 

kullanılan eksplantların içsel hormon düzeyiyle açıklanabilir. Diğer taraftan sitokinin tipi bitki 

büyüme düzenleyicileri sürgün oluşumu üzerine yüksek etki göstermesine rağmen bazı bitki 

türlerinde yetersiz kalmaktadır. Bu bakımdan yapılan birden fazla çalışmada (Xiao et al. 2016; 

Hesami et al. 2018; Thakur et al. 2018), sitokinin türevleriyle birlikte GA3’ün kullanılmasıyla 

sürgün oluşumu ve çoğaltımını arttırdığı bildirilmiştir. 

Araştırmada somatik embriyogenesis değerlendirmelerine göre, en yüksek direkt 

somatik embriyogenesis oranı 4,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l 2,4-D (23 nolu yöntem) içeren ışıklı 

MS ortamında ve 2,0 mg/l BAP + 1,0 mg/l 2,4-D (33 nolu yöntem) ve 2,0 mg/l BAP + 2,0 mg/l 

2,4-D (34 nolu yöntem) içeren MS ortamında karanlık koşullarda, en yüksek indirekt somatik 

embriyogenesis oranı ise 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l KIN + 1,0 mg/l 2,4-D (30 nolu yöntem) 

içeren MS ortamında karanlık koşullarda meydana gelmiştir. Lal and Ahuja (1989), R. emodi’de 

10,0 μM BAP + 5,0 μM IBA içeren MS ortamında direkt somatik embriyogenesis elde 

etmişlerdir. Benzer şekilde, Khan et al. (2022), R. spiciforme’de 1,0 μM NAA + 25 μM BAP 

ile desteklenen MS ortamında direkt somatik embriyo oluşumunu gözlemlemişlerdir. Bu 
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sonuçlar ile yüksek sitokinin konsantrasyonlarının direkt somatik embriyogenesis 

indüksiyonunda etkili olduğu belirlenmiştir. Ayrıca somatik embriyojenesis süreci, Gymnema 

sylvestre (Kumar et al. 2002), Psoralea corylifolia (Chand and Sahrawat 2002) ve Holostemma 

ada-kodien (Martin 2003) gibi tıbbi bitkilerde kullanılmıştır.  

Araştırmamızda ikinci aşamada indirekt organogenesis ve indirekt somatik 

embriyognesis oluşumu için birinci aşamada embriyo ekseni (E-kallus), hipkotil (H-kallus) ve 

kotiledon (K-kallus) eksplantlarından 30 nolu yöntemden elde edilen 14 günlük kalluslar 

kullanılmıştır. Yine bu araştırmada en yüksek indirekt organogenesis 2,0 mg/l BAP + 2,0 mg/l 

KIN + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/1 GA3 (5 nolu ortam) içeren MS ortamında meydana gelirken, 

en yüksek indirekt somatik embriyogenesis 2,0 mg/l BAP + 2,0 mg/l KIN + 1,0 mg/1 GA3 (6 

nolu ortam) içeren MS ortamında meydana gelmiştir. Araştırmamızda olduğu gibi birçok tıbbi 

bitkide in vitro rejenerasyon sistemleri araştırılmış, etkili indirekt organogenesis ve somatik 

embriyogenesis yöntemleri geliştirilmiştir. Coccinia cardifolia’da yapılan çalışmada 2,0 mg/l 

BAP + 0,5 mg/l NAA içeren MS ortamında yüksek oranda indirekt organogenesis elde 

edildiğini bildirilmiştir (Sarkar and Alam 2022). Yine Raju et al. (2022) araştırmalarında, 

Alocasia amazonica’da en yüksek indirekt organogenesis oranın 1,5 mg/BAP + 0,5 mg/l NAA 

içeren MS ortamında olduğunu rapor etmişlerdir. Coffea arabica L.’de en yüksek somatik 

embriyogenesis oranı ise 1,1 mg/l BAP + 0,5 mg/l 2,4-D içeren MS ortamında olduğunu tespit 

edilmiştir (Avila-Victor et al. 2023). Yine Chib et al. (2020) araştırmalarında Crocus sativus’da 

en yüksek somatik embriyogenesis oranının 1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l 2,4-D içeren MS 

ortamında olduğunu bildirmişlerdir. Dahası, eksplantların karanlık şartlarda kültüre alınması, 

birçok bitki türünde adventif sürgün rejenerasyonunu olumlu yönde etkilemiş ve uzamasını 

sağlamıştır (Bassan et al. 2011; Marín et al. 2016; Verma et al. 2020; Zhang et al. 2018). 

Araştırmamızda BBD’lerin yanı sıra, araştırmada kullanılan tüm eksplantlarının başlangıçta 

karanlık inkübasyonunun direkt organogenesis ve somatik embriyogenesis için önemli 

olduğunu göstermiştir. Bunun nedeni, ışığın, BBD’lerin biyosentezi ile ilişkili genlerin ifadesi 

üzerinde negatif bir düzenleyici etkisi olmasından kaynaklanmış olabilir (Morelli and Ruberti 

2000; Luccioni et al. 2002; Devlin et al. 2003; Pierik et al. 2004). 

Araştırmamızda eksplant başına bitki sayınının, eksplant tipi ve rejenerasyon sistemine 

göre değişiklik gösterdiği belirlenmiş olup bu faktörlerin bitki rejenerasyonunda önemli etkiye 

sahip olduğu tespit edilmiştir. Araştırmamızda birinci ve ikinci aşamadaki verilere göre 

eksplant başına bitki sayısı bakımından dört farklı rejenerasyon sistemlerinden (DOBS, İOBS, 

DSEBS ve İSEBS) elde edilen en yüksek bitki sayısına sahip 15 yöntem/ortam belirlenmiştir. 

Bulgularımızda eksplant başına en yüksek bitki sayısının (EBBS) 1,15 adet/eksplant ile 
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embriyo ekseninin 13 nolu yöntemde (3 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3) kültüre 

alınması sonucu elde edilmiştir. Bu bitkilerin tamamına yakınının direkt organogenesis 

kaynaklı bitki olduğu belirlenmiştir. Bu rejenerasyon sistemini hipokotil eksplantının 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) yöntemlerde kültüre alındığı sistemler izlemiştir. Aynı bitkide çalışan, Tuncer ve 

Günsan (2017), eksplant başına en yüksek bitki sayısını hipokotil eksplantlarının 2,0 mg/l BAP 

+ 1,0 mg/l IBA içeren MS ortamında kültüre alınmasından elde etmişlerdir. Bu çalışmanın 

sonuçları araştırmamızın 25 nolu yöntemiyle paralellik göstermektedir. Benzer şekilde, 

Rheum’un diğer türlerinde farklı BAP ve IBA’nın farklı konsantrasyonları ile desteklenen MS 

ortamlarında sürgün oluşumunun yüksek olduğu ve en yüksek sürgün oluşumunun 2 mg/l BAP 

ile 1 mg/l IBA içeren MS ortamında meydana geldiğini bildirilmiştir (Roggemans and Claes 

1979; Lal and Ahuja 1989; Lassus and Voipio 1994; Tuncer and Günsan 2017; Malik et al. 

2010). Yine Rheum coreanum Nakai üzerinde yapılan başka bir çalışmada, in vitro koşullarda 

elde edilen kalluslardan en yüksek sürgün rejenerasyon oranı 2,0 mg/l BAP ile 0,2 mg/l NAA 

içeren MS ortamında belirlenmiştir (Mun and Mun 2016). Diğer taraftan Rheum emodi Wall.’de 

en yüksek sürgün rejenerasyonu, 10 µM BAP ve 5 µM IBA ile desteklenmiş sıvı ve katı MS 

ortamlarından elde edilmiştir (Malik et al. 2010). Singh and Chaturvedi (2022) Rheum 

emodi’de en yüksek indirekt sürgün oluşum oranının 7,5 µM BAP + 0,5 µM NAA + 0,5 µM 

IAA içeren MS ortamında, en yüksek direkt sürgün oluşum oranını ise 10,0 µM BAP + 0,5 µM 

IBA + 1,0 µM IBA içeren MS ortamında olduğunu bildirmişlerdir. Diğer taraftan, farklı doku 

kaynaklı kallusların eksplant olarak kullanıldığı 2. aşamada ise en yüksek eksplant başına bitki 

sayısı 5 nolu (2,0 BAP + 2,0 KIN + 0,2 NAA + 1,0 GA3) ortamda belirlenmiştir. 2. Aşamada 

kullanılan kallus eksplantlarından organogenesis ve somatik embriyogenesis kaynaklı bitki 

sayılarının birbirine yakın olduğu tespit edilmiştir. Sonuçlarımız, sürgün indüksiyon 

ortamındaki daha yüksek sitokinin konsantrasyonlarının daha düşük oksin konsantrasyonlarıyla 

birlikte sürgün oluşumunu tercih ettiği kavramıyla uyumlu olmuştur (Sugimoto et al. 2011). 

Çok sayıda bitki türünde somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu başarılı 

bir şekilde uygulanmaktadır. Ancak kültür şartları, bitki büyüme düzenleyicilerinin 

konsantrasyonları, kullanılan bitki genotipi somatik embriyo indüksiyonu için belirleyicidir. 

Somatik embriyogenesisteki en önemli sorunlardan biri somatik embriyoların bitkiciklere 

dönüşüm oranının düşük olmasıdır. Araştırmamızda meydana gelen somatik embriyoların 

tamamında bitki rejenerasyonunun gerçekleşmediği belirlenmiştir. Etienne et al. (1993), düşük 

dönüşüm oranlarının, düşük somatik embriyo kalitesinden ve çeşitli türlerde olgunlaşma ve 

kuruma toleransı eksikliğinden kaynaklandığını göstermiştir. Bununla birlikte etilen, absisik 
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asit, aktif karbon ve besin ortamında kullanılan bileşenler stres faktörü olarak algılanıp, embriyo 

oluşumunu globüler ya da torpidodan kotiledon aşamasına geçiş döneminde durdurabilir. Bu 

süreç somatik embriyogenesisin totipotensi etkinliğinin yitirilmesine sebep olup, bitkiye 

dönüşebile kapasitesini azaltmaktadır (Ochatt and Revilla 2016). Diğer taraftan, Garcia et al. 

(2019), somatik embriyolardaki bu sorunların bir diğer nedeninin stres faktörleri altında 

meydana gelebilecek genetik veya epigenetik değişiklikler olduğunu bildirmişlerdir. 

Mikroçoğaltım süreçlerinde istenmeyen varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu 

varyasyonlar somaklonal varyasyon olarak adlandırılmaktadır. Mikroçoğaltım çalışmalarındaki 

en temel hedef ana bitki ile aynı genetik yapıya sahip bitkileri elde etmektedir. Bu nedenle, 

rejenerasyon sistemlerinin genetik uygunluk açısından değerlendirilmesi gerekmektedir. Daha 

önceki birçok çalışmada, farklı rejenere bitkilerin genetik kararlılığını ve somaklonal 

varyasyonunu belirlemek için farklı PCR tabanlı moleküler markör teknikleri kullanılmıştır 

(Tippani et al. 2019; Natarajan et al. 2020; Uma et al. 2021). SCoT tekniği basit, tekrarlanabilir 

ve kolay ulaşılabilir özelliklerinden dolayı üstün avantajlara sahip markör sistemidir. Bu açıdan, 

bu teknik RAPD ve ISSR veya diğer tek primer amplifikasyon markör sistemleriyle benzerdir. 

Ancak yapılan çalışmalar sonucunda RAPD ve ISSR markörlerinden daha tekrarlanabilir 

olduğu bildirilmiştir (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 

yukarıdaki nedenlerden ve gerekse Rheum ribes’e ait dizi bilgisi olmaması nedeniyle bu 

araştırmada bitki sayısı bakımından en yüksek olan rejenerasyon sistemlerinin somaklonal 

varyasyon bakımından değerlendirilmesi SCoT markörü aracılığıyla gerçekleştirilmiştir. 

Araştırmamızda SCoT markörünün somaklonal varyasyonu belirlemede kullanabileceği 

gösterilmiştir. Benzer şekilde birçok bitki türünde [şeker kamışı (Sathish et al. 2018), Annona 

reticulata L. (Kudikala et al. 2020), Orkide (Dendrobium fimbriatum) (Tikendra et al. 2021b), 

Scutellaria baicalensis (Gawroński and Dyduch-Siemińska 2022), Tylophora indica (Mamgain 

et al. 2022), Withania somnifera (Ismail et al. 2022) ve Hemerocallis fulva (Shalan et al. 2023)] 

yapılan in vitro çalışmalarda elde edilen rejenere bitkilerde SCoT markörü kullanılarak 

somaklonal varyasyon başarılı bir şekilde belirlenmiştir. Bu araştırmada, SCoT analizi için 20 

primer kullanılmış ve SCoT primerlerinin ortalamasına göre monomorfik bant sayısı 11,9 iken 

ortalama polimorfik bant sayısı ise 4,75 olarak belirlenmiştir. Ismail et al. (2022), in vitro 

Withania somnifera rejenere bitki fidelerinin genetik kararlılığının belirlenmek için SCoT, 

SRAP ve DNA barkodlama tekniklerini kullanmışlardır. Araştırmacılar, SCoT primerlerinin 

her biri için ortalama 11 bant olmak üzere toplam 132 bant ürettiğini ve SCoT verileri 

kullanılarak oluşturulan filogenetik ağaçla incelenen bitki örnekleri arasında genetik çeşitliliği 
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ortaya koymuşlardır. Diğer taraftan, araştırmamızda primerlerin polimorfik bilgi içeriklerinin 

(PIC), 0,077 (SCoT-21 primeri) ile 0,110 (SCoT-2 ve SCoT-29) arasında değiştiği, primerlerin 

PIC değeri bakımından benzer değerlere sahip olduğu tespit edilmiştir. Bunun muhtemel 

nedeni, kullanılan primerden ziyade  meydana gelen bitkiler arasındaki yüksek genetik 

karalıktan kaynaklandığı düşünülmektedir. Nitekim, Araştırma sonuçlarına göre, 

mikroçoğaltım sistemleri arasındaki benzerlik katsayıları 0,845-0,991arasında değişim 

göstermiştir. Dahası, farklı sistemlerden meydana gelen rejenere bitkilerin ana bitki ile 

arasındaki benzerlik katsayıları 0.904 ile 0.991 arasında değişim göstermiştir.  Ana bitkiyle en 

yüksek benzerlik 0,991 ile hipokotil eksplantının 6 nolu rejenerasyon sisteminde (3,0 mg/l BAP 

+ 1,0 mg/l NAA içeren MS ortamı) kültür edilmesi sonucu direkt somatik embriyogenesis 

kaynaklı bitkilerde belirlenmiştir. Dahası, gerek bu değer ve diğer rejenerasyon sistemleriyle 

ana bitkiyle elde edilen benzerlik değerlerinin mikroçoğaltım açısından kabul edilebilir 

düzeyde olmasına rağmen bu bulgularımız farklılaşma durumu olmadan kültürlenen 

meristemlerin normal veya normale yakın bitki üretme potansiyeline sahip olduğu gerçeğini 

doğrulamaktadır (Peschke and Phillips 1992). 

Araştırmamızda kallus aşamasının aracılık ettiği indirekt organogenesis ve somatik 

embriyogenesisten gelen rejenere bitkilerdeki genetik kararlılığın direkt rejenerasyon 

sistemlerinden daha düşük olduğu belirlenmiştir. Araştırmamızda elde edilen bu bulgulara 

benzer olarak yapılan diğer çalışmalarda da kallus yoluyla elde edilen rejenere bitkilerin daha 

yüksek polimorfizime sahip olduğu bildirilmiştir (Sadhu et al. 2020; Khor et al. 2020; Dilkalal 

et al. 2021; Manokari et al. 2021; Rai 2023). Gerek bizim araştırmamız ve gerekse daha önceki 

araştırma sonuçları kallus veya protoplast gibi hücrelerin aracılığıyla elde edilen bitkilerin 

somaklonal varyasyona daha duyarlı olduğunu göstermiştir (Rani and Raina 2000; Rai et al. 

2012). Dahası, direkt rejenerasyon sistemleri, indirekt yolla karşılaştırıldığında, kallus 

indüksiyon süreci nedeniyle bitki rejenerasyounu için daha uzun bir süreye sahip olması sıklıkla 

somaklonal varyasyonla ilişkilendirilmektedir (Miguel and Marum, 2011; Bahmankar et al. 

2017). Sonuç olarak, bulgularımız doğrudan eksplanttan gerçekleştirilen de novo çoğaltma 

sistemlerinin, kallus fazı yoluyla rejenerasyonun meydana geldiği sistemlerden genetik olarak 

daha kararlı olduğu gerçeğini desteklemektedir (Grzegorczyk-Karolak et al. 2021). 

Somaklonal varyasyonu etkileyen faktörlerden biri de rejenerasyon sistemidir. 

Rejenerasyon sistemleri genetik stabilite açısından yüksekten düşüğe doğru sürgün uçları veya 

boğum eksplantları gibi önceden oluşmuş yapılarla mikroçoğaltma; adventif olarak üretilen 

sürgünler, somatik embriyogenesis ve kallus, hücre ve protoplast kültürlerinden organogenesis 

olarak sıralanır (Swartz et al. 1991; Sarmah et al. 2017). Araştırmamızda somatik 
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embriyogenesis kaynaklı bitkilerin genetik kararlıklarının organogenesis kaynaklı bitkilere 

kıyasla daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Somatik embriyolar, tek hücrelerden ortaya çıkar ve 

bu nedenle somatik embriyogenesis yoluyla meydana gelen rejenerasyon kimera oluşumunu 

azaltmaktadır. Bununla birlikte, somatik embriyogenesis, organogenesis ile karşılaştırıldığında 

daha az oranda somaklonal varyasyona neden olmaktadır (Giri et al. 2004). Dahası, yapılan 

genetik analizler, somatik embriyogenesis yoluyla rejenere edilen bitkilerin, somatik embriyo 

oluşumu tarafından dayatılan daha katı genetik gereksinimler nedeniyle organogenesis yoluyla 

rejenere edilenlere göre daha az mutasyon içerdiğini göstermiştir (Hao and Deng 2002).   
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SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

Bu araştırma, Rheum ribes bitkisinin in vitro mikroçoğaltımı ve somaklonal 

varyasyonunun belirlenmesi üzerine yapılmıştır. Araştırmanın sonuçları ve önerileri aşağıda 

özetlenmiştir. 

1. Bu araştırmada çimlenme oranı bakımından embriyoların tohuma göre daha yüksek 

bir çimlenme oranına sahip olduğu, tohumdaki çimlenme oranında düşüklüğün 

sebebinin ise embriyoyu çevreleyen dokularda bulunan inhibitörlerden 

kaynaklanmış olabileceği sonucuna varılmıştır. Yine araştırmada, Rheum ribes 

tohumlarının in vitro çimlendirilmesinde 1,75 mg/l GA3 ve 1 mg/l IBA içeren ½ 

MS ortamının kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

2. Ön denemelerde kültür ortamlarında 0,7 mg/l PVP kullanılmasının ve eksplantların 

2 hafta boyunca karanlık bir ortamda kültüre alındıktan sonra ışık koşullarında 3 

hafta süreyle alt kültüre alınmasının dokularda kararmayı kontrol etmek için etkili 

bir yöntem olduğu bulunmuştur. 

3.  Rheum ribes’te farklı eksplantlar (embriyo ekseni, hipokotil, kotiledon ve bu 

eksplantlardan kaynaklı kallus eksplantları) kullanarak somatik embriyogenesis 

ve/veya organogenesis yoluyla etkili ve tekrarlanabilir bir in vitro mikroçoğaltım 

sistemi geliştirilmesi için yürütülen bu araştırmada, doku parametreleri üzerine 

eksplant tipinin, bitki büyüme düzenleyicileri ve miktarlarını içeren ortam ile kültür 

şartlarından oluşan yöntemin etkisinin önemli olduğu belirlenmiştir.   

4. Araştırma sonucunda eksplant başına bitki sayısı (1,15 adet) bakımından en iyi 

rejenerasyon sistemi embriyo ekseni ve hipokotil eksplantlarının 3,0 mg/l BAP + 

0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l GA3 içeren MS ortamında (13 nolu yöntem) kültüre 

alındığı yöntemde elde edilmiştir. Ancak, bu değerin daha yukarıları çıkarılması 

için yeni çalışmaların yapılması önerilmektedir.  

5. Araştırmada kullanılan eksplantlara ve ortamlara bağlı olarak aynı ortamda ve hatta 

aynı eksplant üzerinde farklı rejeresayon sistemleri (organogenesis veya somatik 

embriyogenesis) kaynaklı rejenere bitki oluşumları görülmüştür.  

6. Araştırmada SCOT analizi verilerine göre, kallus aşamasının aracılık ettiği indirekt 

organogenesis ve somatik embriyogenesisten gelen rejenere bitkilerdeki genetik 

kararlılığın direkt rejenerasyon sistemlerinden daha düşük olduğu belirlenmiştir. 

Yine araştırmada, somatik embriyogenesis kaynaklı bitkilerin genetik 
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kararlıklarının organogenesis kaynaklı bitkilere kıyasla daha yüksek olduğu tespit 

edilmiştir. 

7. Meydana gelen rejenere bitkilerin ana bitki ile arasındaki benzerlik katsayıları 0,904 

ile 0,991 arasında değişim göstermiştir. Ana bitkiyle en yüksek benzerlik 0,991 ile 

yine en yüksek ekspalnt başına bitki sayısının meydana geldiği (1,08) hipokotil 

eksplantının 6 nolu rejenerasyon sisteminde (3,0 BAP + 1,0 NAA içeren MS 

ortamı) belirlenmiştir. Bu rejenerasyon sistemi, bu önemli tıbbi bitkinin büyük 

ölçekli yayılımı, germplazm korunması ve genetik transformasyon için 

kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

8. SCoT markör analiz sonuçlarına göre, elde edilen benzerlik değerlerinin 

mikroçoğaltım açısından kabul edilebilir düzeyde olduğu sonucuna varılmıştır. 

Ancak, bulgularımız farklılaşma durumu olmadan kültürlenen meristemlerin 

normal veya normale yakın bitki üretme potansiyeline sahip olduğu olgusunu 

doğrulamıştır. 
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