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OZET

COREKOTU (Nigella sativa L.) BITKISINDE EMBRIYO KULTURU
ARACILIGIYLA ISLAH HATLARININ GELiSTIiRILMESI

Merve A.M. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal

Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag¢: Bu arastirmanin amact; ¢orek otu popiilasyonlarinda embriyo Kkiiltlir teknigi
kullanilarak bitki 1slah hatlarinin gelistirilmesi olanaklarinin arastirilmasidir. Bu yolla ¢orek
otunda embriyo kiiltlirii ¢alismlar1 i¢in en uygun besi ortamlarinin tespiti ve gelecekteki

calismalar i¢in referans olusturmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem: Bu tez calismasinda bitki materyali olarak iilkemizin tek tescilli
¢esidi olan Cameli ¢orek otu cesidi ile Denizli ve Ankara illerindeki iireticilerden temin
edilen 2 farkli ¢orek otu popiilasyonu kullanilmistir. Popiilasyonlar arasinda yarim diallel
melezleme teknigine gére melezlemeler yapilmistir. Melezlerin 12. giiniinde olusan zigotik
embriyolar MS besi ortami1 ve bu ortama BAP ve/veya IAA ilave edilmis toplam 10 farkli
besi ortaminda kiiltiire alinmistir. ilgili hormon konsantrasyonlari su sekildedir; kontrol, 0,5,
1,0 ve 2,0 mg.I* BAP, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg.I* IAA, 1,0/1,0, 0,1/2,0 ve 2,0/0,5 mg.I*
BAP/IAA. Arastirma kapsaminda her bir popiilasyon ve besi ortami igin 5 petri iizerinden
ve her petride 20 embriyo olacak sekilde embriyo kiiltiir ¢alismasi yapilmistir. Toplam her
bir besi ortaminda 300 adet embriyo kiiltiire alinmistir. Her bir popiilasyon i¢in ise toplam

1.000 adet embriyo tizerinden kiiltiir calismasi yiiriitiilmiistiir.

Bulgular: Kallus olusumu bakiminda en yiiksek genel basar1 (2,3%) 2,0 mg.1"1 BAP + 0,5
mg.1™! TAA igeren ortamda saglanmistir. Yalin besi ortaminda, 0,5 mg.1"! IAA igeren
ortamda ve 2,0 mg.1™! TAA iceren ortamlarda kiiltiire alinan tohumlarda hi¢ kallus olusumu
gozlenememistir. Varyans analizi sonuglarina gore besi ortami bakimindan kallus olusumu
basar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Direkt ¢cimlenme durumu
bakimindan en yiliksek basari orami (1,7%) yalin besi ortaminda saglanmistir. Varyans
analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina gore yalin besi ortaminin ¢imlenmeye
anlaml1 ve pozitif bir etkisinin oldugu sonucuna varilmigtir. Buna karsilik arastirmada 0,5

mg.171 BAP, 1,0 mg.1"! BAP, 2,0 mg.1"1 IAA, 1,0 mg.17* BAP + 1,0 mg.1"! IAA ve 0,1



mg.1™? BAP + 2,0 mgl! 1 IAA igeren besi ortamlarinda direk ¢imlenmeye

rastlanmamustir.

Sonug: Kallus olusumu basar1 oranlarini inceledigimizde; her bir melezleme kombinasyonu
icin besi ortam1 ve genotip etkilesimine gore basari ortalamalar1 arasinda anlamh bir fark
tespit edilememistir. Direkt ¢imlenme incelendiginde; her bir ¢esit i¢in yalin besi (MS 0)
ortaminda ¢imlenmede bagar1 saglanirken, genotipin ¢imlenme iizerine anlamli bir etkisi
tespit edilememistir. Melezlenen Corek otu cesitleri incelendiginde; kallus olusumu ve

c¢imlenmeye dair en yiiksek genel basar1 Denizli x Cameli kombinasyonunda saglanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Embriyo Kiiltiirii, Corek otu, Kallus, Cimlenme, Nigella sativa.

Xi



ABSTRACT

IMPROVEMENT OF BREEDING LINES IN BLACK CUMIN
(Nigella sativa L.) PLANT BY EMBRYO CULTURE

Merve A.M. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and
Applied Sciences, Agricultural Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: The aim of this study is to investigate the possibilities of develop plant breeding
lines using embryo culture technique in black cumin populations. In this way, it is aimed to
determine the most suitable growth culture for embryo culture studies in black cumin and to

create a reference for future studies.

Material and Methods: In this study, Cameli black cumin variety, which is the only
proprietary variety of our country, and 2 different black cumin populations obtained from
producers in Denizli and Ankara provinces were used as plant materials. Crosses were made
between the populations according to the semi diallel hybridization technique. The zygotic
embryos were cultured on the 12th day after crossing in 10 different MS medium added
BAP and/or IAA. The hormone concentrations are as follows; control, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg.I™
BAP, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg.I" IAA, 1.0/1.0, 0.1/2.0 ve 2.0/0.5 mg.I" BAP/IAA. In this
research, embryo culture studies were carried out on 5 petri dishes and 20 embryos were
placed in each petri dish for each population and medium. A total of 300 embryos were
cultured in each medium. The culture studies were carried out on a total of 1.000 embryos

for each population.

Results: In terms of callus formation, the highest overall success (2.3%) was achieved in
the medium containing 2.0 mg.1"* BAP + 0.5 mg.1™! IAA. No callus formation was
observed in the cultured seeds in the medium without hormone, containing 0.5 mg.1~1 1AA
and containing 2.0 mg.1"*IAA. According to the results of the analysis of variance, there
was no significant difference between the success averages of callus formation in terms of
the medium. In terms of direct germination, the highest success rate (1.7%) was achieved in
the medium without hormone. According to the analysis of variance and Duncan multiple
comparison results, it was concluded that the medium without hormone has a significant and

positive effect on germination. On the other hand, direct germination was not found in

xii



media containing 0.5 mg.17* BAP, 1.0 mg.17! BAP, 2.0 mg.1"? I1AA, 1.0 mg.1"* BAP +
1.0mg.1" 1 IAAve 0.1 mg. 1" BAP + 2.0 mg.1"! 1 IAA.

Conclusion: When we examine the success rates of callus formation; for each crossing
combination, no significant difference was found between the average success rates
according to the medium and genotype interaction. When direct germination is examined;
while success was achieved in germination in the medium without hormone (MS 0) for each
variety, no significant effect of genotype on germination was detected. When the hybridized
Black Cumin varieties are examined; the highest overall success in callus formation and

germination was achieved in Denizli x Cameli combination.

Keywords: Embryo Culture, Black Cumin, Callus, Germination Nigella sativa.
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1. GIRIS

Ulkemizde ¢orek otu iiretimi ve kullanimi giderek artmaktadir. Baharat olarak
kullaniminin yaninda son yillarda pandemi ve beraberinde getirdigi dogal gida, dogal tedavi
yontemlerine yonelim talebin artmasina neden olmakla birlikte daha az yan etkiye sahip
olduklar1 igin bitkisel ilaglarin kullanilmasina biiyiik 6nem verilmektedir. EK olarak, sentetik
ilaglara kiyasla daha ucuz, daha giivenli, toksik olmayan ve sindirilebilir bir formda
bulunmalar1 sebebiyle kisa bir siirede i¢ piyasada da ragbet gormesiyle ¢brek otu yagi

iiretilmeye baslanmistir (Yigitbasi, 2019).

Muazzam biyolojik potansiyeline ragmen, yabani olarak yetistirilen ¢orek otu
bitkileri, degisken iklim ve g¢evre kosullarinin olumsuz etkileri nedeniyle fitokimyasal
profillerde asir1 degiskenlik sergilemektedir. Ayrica, yerel ve tek tip tarim uygulamalarinin
olmamasi, fitokimyasal olarak tutarli ¢orek otu bitkiciklerinin tiretimini kisitlamistir. In
vitro tohum ¢imlenmesi, mikro cogaltma ve kallus organogenezi gibi biyoteknolojik
yontemlerin kullanilmasi, degiskenlik sorunlarini 6nleyebilir. Boylece kontrollii kosullarda
ve sinirlt alanda g¢evresel kisitlamalardan bagimsiz olarak saglikli bitki materyali {iretimi
icin umut verici araglar saglayabilir. Ayrica, bu teknik, dogal biiylime mevsiminin kapali
oldugu zamanlarda farkli in vitro kiiltiirlerin olusturulmasi igin bir baslangi¢c materyali
olarak kullanilabilecek farkli eksplantlarin siirekli kaynagini saglar (Khan vd., 2013). In
vitro tohum ¢imlenmesi, fidenin biitiinliigiinii korumak kaydiyla rejenerant elde etme
yontemlerini basitlestirerek bitkisel klonlarin olusturulmasi i¢in gereken siireyi kisaltir. Bu
ylizden ekonomik acidan dnemli bitki tiirlerinin yasam dongiisii i¢in 6nem arz etmektedir

(Nikolic vd., 2006).

Bircok kiiltiir bitkisi gibi ¢orek otu da geleneksel bitki 1slah teknikleriyle uzun bir
periyoda yayilan 1slah siirecine sahiptir. Son yillarda bu siireci kisaltmak adina
biyoteknolojik 1slah teknikleri kullanilmaktadir. Islah siirecinde karsilagilan sorunlara daha

kolay ¢6ziimler sunmak adina da embriyo kiiltiir teknigi entegre edilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda Ankara ve Denizli illerinde treticilerden temin edilen yerel
corek otu popiilasyonlar1 ve Tiirkiye’ye ait tek tescilli ¢esit olan Cameli ¢orek otu ¢esidi
kullanilarak embriyo kiiltiir teknigi gelistirilmesi amaglanmigtir. BAP ile I1AA ilave edilmis
10 farkli g¢esitte MS besi ortami kullanilarak melezleme isleminden sonraki 12. giinde

zigotik embriyolar1 bulunduran tohum taslaklarinin ¢imlenme potansiyelleri belirlenmistir.



Uzun bir tarihi gegmise sahip ve tarihin tanik oldugu ileri gelmis insanlarinin
kullandig1 gerek yazili gerek atadan aktarilmis bilgilerle glinlimiize kadar onemi artarak
gelmis ve gecirdigimiz pandemi siireciyle de giderek kiymeti artan bir bitki olan ¢orek otu

bitkisine olan ilginin tekrar arttirilmasi bu ¢alismanin bir diger hedefini olusturmaktadir.
1.1. Corek Otu Hakkinda Genel Bilgi

Tarimsal faaliyetlerde bitkiler; tarih boyunca, gida, kozmetik, barinma, yakacak ve
hayvanlarm beslenmesi gibi birgok alanda insanliga fayda saglamustir. ilaveten, insan
sagligin1 koruyucu olarak tibbi amagcla da iiretimi yapilmakta ve kullanilmaktadir. Diinyanin
birgok tilkesinde bitkisel tedavi adi altinda tibbi ve aromatik bitkiler oldukca dikkat ¢eken
ve aragtirma konusu olan bitkilerdir (Acibuca ve Bostan Budak, 2018). FAO (Food and
Agriculture Organization) istatistiklerine gore 60.000 bitki tiiriiniin tibbi ve ilgili amaglarla
(kozmetik, aromaterapi, yiyecek ve igecek) kullanildigi tahmin edilmektedir. 2000-2020
yillar1 arasinda tibbi ve aromatik bitki tiirlerinin kiiresel ticaretteki hacminde %22 artis

goriilmistiir (FAO, 2022).

Tiirkiye, li¢ biocografyanin kesistigi cografi bir konuma sahiptir. Ayn1 zamanda iKi
gen merkezini barindiran konumuyla birlikte dogal bitki ortiisiinde yer alan 11.707 bitki
cesitliligiyle biiyiik bir zenginlige sahiptir (Tartm ve Orman Bakanligi, 2020). Ulkemiz,
yliz6lglimii olarak diinya kara yiizeyinin %0,6’sin1 temsil etmesine ragmen Diinyadaki tim
bitki tiirlerinin %2,5’ini biinyesinde bulundurmaktadir (Kan vd., 2004).

Gegirdigimiz pandemi siireci ve alternatif tibbin da gelismesiyle birlikte tlkelerin
bilinyesinde barinan bitkilerin kesfi ve elde edilen iiriinlerin ¢esitli amaglar i¢in kullanilmasi
onem kazanmistir. Anadolu’da insanlarin iyilestirici giiciine inanarak hazirladiklar:
geleneksellesmis halk ilaglart halen daha kullanilmakta ve kesfedilmeye devam edilmektedir
(Tarim ve Orman Bakanlig1, 2020). Ulkemizde, ¢orek otu, kekik, adagayi, anason, dereotu,
kignis gibi tibbi bitkilerin tarimi {retimin basinda gelmesine ragmen son yillarda
gerceklesen pandemi ve beraberinde getirdigi politik ve ekonomik sebepler iiretimin
azalmasina neden olsa da bircok alanda ihtiya¢ duyulan hammaddelerin biiyiik bir kismi
Tiirkiye’den ithal edilmektedir. Tiirkiye’de tibbi ve aromatik bitkilerin sayis1 tam olarak
bilinmemekle birlikte, ortalama olarak 500 tibbi bitkinin bulundugu 6n gériilmekte; bunlarin
icinde ise 200 civarinda tibbi ve aromatik bitkinin {ilke ihracatinda yer aldig1 bilinmektedir
(Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). Dolayisiyla bu durum tibbi ve aromatik bitkiler

sektoriinlin gelismesinde 0nem arz etmektedir. Bu dogrultuda yakin ge¢cmiste yasanan
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gelismelerden biri de tibbi bitkiler, T.C. Saglik Bakanligi tarafindan 2014 senesinde
yuriirlige giren Geleneksel Tamamlayici Tip Uygulamalari (GETAT) kapsaminda fitoterapi
uygulamalarinda kullanilmaya baslanmis, bu durum da ihtiya¢ duyulan gida takviyesi ve
bitkisel igerikli ilag kapsamindaki tirtinlere olan talebi artirmistir. Beraberinde gelen zaman
zarfinda sentetik kokenli trlinlerden uzaklasan insanlar dogal iiriinlere olan ilginin
artmasiyla bitkisel kokenli tirlinleri tercih etmeye baslamasi neticesinde dogal tirtinleri daha

popiiler kilmistir (Yigitbasi, 2019).

Pandemiyle birlikte ¢orek otu’nun popiilaritesini artiran 6nemli etkenlerden biri de
farmakolojik o6zelligidir. Arastirmalar neticesinde ¢orek otunda bulunan en O6nemli
iceriklerden timokinon maddesi sebebiyle; antitimdr, antibakteriyel, antioksidan,
antihistaminik, antidiyabetik, anti-hipertansif, inflamatuvar ve antimikrobiyal, antifungal
aktiviteleri de dahil olmak {izere genis bir yelpazeye etki ettigi bilinmekle beraber bagisiklik

sistemini giiglendirdigi de bilinen bilgiler arasindadir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).
1.2. Corek Otunun Sistematigi ve Dagilim

Corek otu, Dogu Akdeniz iilkeleri, Dogu ve Gliney Avrupa ve Bati Asya kokenlidir.
Balkanlar, Giiney Avrupa, Kuzey Afrika, Ortadogu ve Hindistan’da yabani veya kiiltiir
olarak yetistirilmektedir. Zengin bir tarihi ve dini arkaplana sahiptir. Tohumun elde edildigi
bitki, Orta Avrupa’ya (Bulgaristan, Kibris, Romanya) ve Yakimn Dogu nun bir kismina (iran,
Irak, Tirkiye) 6zgiidiir ve Fas’tan Kuzey Hindistan ve Banglades’e, Cin’e, Pasifik’e, Balkan
iilkelerine, Dogu Afrika’ya ve Rusya’ya kadar bir¢ok lilkede baharat olarak kullanilmak
lizere yaygin olarak yetistirilmektedir (Burdock, 2022).

Corek otu (Nigella sativa L.), Ranunculaceae (Diigiingicegigiller) familyasina ait tek
yillik ve otsu bir bitkidir (Kokdil vd., 2006). Ranunculaceae, igerisinde zehirli bitkileri de
bulunduran zengin bir familyadir. Familya adi, bir¢ok tiirtiniin amfibik 6zelligine ithafen
‘kiiciik kurbaga® anlamina gelir. Ilgili bitkilerin bir kismi alkaloit igerirken bir kismi
heterozit tasir ve bir kisminda da ucucu laktonlar bulunmaktadir (Tanker vd., 2007). Yer
yiiziinde her iki yarim kiiredeki iliman ve serin bdlge isteklerinin yani sira 6zellikle kuzey
yarim kiirenin 1liman bdlgelerinde yayilis gosteren biiyiik bir bitki ailesidir. Familyanin
Tiirkce ad1 ise “diigiingicegigiller’dir. Ulkemizde 17 cins ve 234 tiirii ile yayilis
gostermektedir. Bunlardan bazirlari; Adonis L. (Kan damlasi), Anemone L. (Dag lalesi),

Consolida Riv. ex Ruppius (Mahmuzotu), Helleborus L. (Copleme), Thalictrum L. (Cayir



sedefi), Ranunculus L. (Diigiingicegi), Delphinium L. (Hazeran Cigegi) ve Nigella L. (Corek
otu) bitkileridir (Ekmekgigil, 2006).

Nigella sativa L. Bitkisinin sistematikdeki yeri asagidaki gibidir:
Alem: Plantae (Bitkiler)
Boliim: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smif: Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim: Ranunculales
Familya: Ranunculaceae (Diigiin ¢igegigiller)
Cins: Nigella
Tir: N. sativa L.

Nigella cinsine ait tiirler genellikle Akdeniz iilkelerinde goriilmektedir ve diinyada
toplam 20 tiirti bulunmaktadir (Ceylan, 1983; Se¢gmen vd., 2000). Tiirkiye bitki Ortiisiinde
ise 12 tiir yayilis gostermektedir. Bunlar Nigella orientalis, N. oxytpetala, N. lancifolia, N.
latisecta, N. segetalis, N. arvensis, N. stellaris, N. sativa, N. damascena, N. elata, N.
nigellastrum ve N. unguicularis’dir (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi [TUBIVES], 2022).
Ancak ticari bakimdan yaygin olarak yetistirilen N. sativa tiiriidiir. Ulkemizde ise tescil yil1
2014 olan tek tescilli ¢orek otu “Cameli” cesididir (Kosar ve Ozel, 2018).

1.3. Botanik Yapisi

Nigella sativa tiirii, yar1 kurak bolgelerde yetisen tek yillik otsu bir tibbi aromatik
bitkidir. Azli goklu yogunluklarda dallanan govdesi 40-70 cm boylarindadir. Yapraklari ana
sap iizerine birbirinden farkli sirali halde dizilmistir ve her biri ii¢ boliimden olugmaktadir.
Her ana dal ve yan dalin u¢ kisminda beyaz ve mavimtirak, 5 pargali bir ¢i¢ege sahiptir. Alt
yapraklar1 sapli yapida, iist yapraklar ise sapsiz acik yesil renklidir. Bol miktarda nektar
barindiran cicekte dollenme olduktan sonra kapsiiller olusmaktadir ve kapsiillerin iginde
fazla miktarda tohum bulunmaktadir. Corek otu tohumlar kiigiik dikotilenlu (Ipor ve Oyen,
1999) genisligi 1,5-2 mm, boyu 2-3 mm ve kalinligit 1 mm dis1 agik siyah i¢i beyaz
renklidir. Tohumlarin dane agirligi 1,9-2,6 gr araligindadir ve ezilen tohumlar keskin koku

vermektedir. Yiiksek miktarda yabanci dollenme ozelligi gosteren bitkinin diploid



kromozom sayis1 2n=2x=12 ‘dir. Bocekler ve bal arilar1 tozlasmada en biiyiik etmenlerdir
(Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).

1.4. Kimyasal Yapisi

Potansiyel yag ve protein kaynagi gibi ¢ok yonlii kullanimi bakimindan ¢orek otu
adindan so6z ettirmektedir. Bunlardan biri oleo-kimya endiistrisinde yar1 kurutucu bitkisel
yag olarak kullanilmaktadir (Ustiin vd.,1998). Tohumun igeriginde %30-45 oraninda sabit
yag, %0,01-0,5 ugucu yag, %20-30 protein, alkoloid maddeler ve glikozidler yer
almaktadir. Corek otu tohumundan elde edilen yaglarin bilesiminde ortalama %75’inden
fazlasin1 yag asitleri olusturmaktadir. Totalde doymus yag asitlerinin %20 sini biinyesinde
barindiran ¢orek otu tohum yaginin en fazla bulundurdugu yag asidi ise Palmitik asittir.
Genellikle talep edilen bitkinin tohumlarinin kullanimi oldugu i¢in tohumlarin hasadi tam

olgunlagmaya vardig1 zamanda yapilmalidir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).

Corek otu tohumunda yag ve protein ihtivasi haricinde, karbonhidrat, seliiloz,

aminoasitler, mineraller ve vitaminler bulunmaktadir (Al-Gaby, 2008; Ayasan, 2011).
1.5. Tiirkiye Corek Otu Uretimi

Mezopotamya topraklarint biinyesinde barindiran Tirkiye, uygun iklim ve arazi
kosullarinin degerlendirilmesi sonucunda birgok tiiriin yetistirtirilmesinde oldugu gibi ¢érek

otu tiretiminde 6nemli bir potansiyele sahiptir.

Tiirkiye’de ¢orek otuna ait istatistik verileri 2012 yilindan itibaren diizenlenmeye
baslamistir. 2012 yilinda 2.299 dekar alanda tiretilir iken Tarim Bakanliginin iyi tarim
uygulamalari, organik tarim uygulamalari gibi destek 0demeleriyle birlikte ¢iftgi tesvik
edilmistir ve 2021 yilinda yaklasik 36 kat artarak 83.915 dekar alanda iiretilemeye
baslamustir. Sekil 1.1°de 2022 TUIK verilerine gore Tiirkiye’de yil bazinda ¢orek otu ekim
alanlar1 verilmektedir. 2021 yilinda ¢orek otu ekim alani ciddi bir artig gostermistir. Corek
otu ekim alani yaklasik %148 oraninda artis gostererek 83915 dekara ulasmistir. En ¢ok
ekim yapilan iller Usak, Burdur ve Konya’dir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).
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Sekil 1.2°de Tiirkiye’de yillara gore ¢orek otu iiretim miktarlart verilmektedir. 2021

yilinda ¢érek otu {iretim miktar1 da ciddi bir artis gdstermistir. Uretim miktar1 yaklasik %89

oraninda artig gostererek 83915 tona ulagsmustir. 2022 yili i¢in 9500 ton {iretim yapilacagi

tahmin edilmektedir.
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Sekil 1.3’te Tiirkiye’de yillara gore ¢orek otu verimi gosterilmektedir. 2021 yilinda

corek otu iiretim alani ve miktarinda gerceklesen artisa ragmen verim olarak diisiis

yaganmustir. 2021 yili ¢orek otu verimi 77 kg/da dir.
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1.6. Corek Otu Tiiketimi

Tarihten gliniimiize ¢orek otu tohumlar1 kendilerine 6zgii yag ve kokuda olup tedavi
edici Ozelligiyle halk arasinda ¢ok yaygin bir bicimde kullanilmaktadir. Corek otu tipta
kullanilan bitkiler i¢erisinde zengin ve uzak bir gegmise sahiptir. Corek otu tohumlarina ilk
olarak MO 1333 - 1323 yillarn1 arasinda hiikiim siiren Misir’in 18. hanedan firavunu
Tutankamon’a ait mezarda karsilagilmistir. Ayrica gilizelligin sembolii olan Kleopatra
tarafindan da c¢orek otundan elde edilen yagin, saglik ve giizellik i¢in kullanildig:
bildirilmistir. Yine yiyeceklerin uzun siire muhafazasinda ve lezzeti arttirmak amaciyla
kullanilmistir (Ragaa, 2010). islam iilkeleri ve Miisliiman camiasindaki énemine deginmek
gerekirse Islam Peygamberi Hz. Muhammed (s.a.v.)’in ¢orek otuna dair hadisleri nedeniyle
¢orek otu Miisliiman camiasinda énemli bir yer edinmistir (Dingoglu, 2014). Hipokrat’tan
Ibn-i Sina’ya ve Ibn-i Sina’dan giiniimiize ulasincaya dek bircok hekim ¢érek otunu sifali

bitki olarak kullanmis ve tizerine aragtirma yapmistir (Yigitbasi, 2019).

Corek otunun tibbi degerini artiran diger bir igerigi ise Timokinondur. Timokinon,
timor biiylimesini Onleyici, parazitlerin sebebiyet verdigi karaciger hasarini azalttigi
(Mahmoud vd., 2002) oksidatif hasara karsi birden ¢ok hiicre, doku ve organ iizerinde
koruyuculugu, bobrek ve kalp toksisitesine karsi 6nemli etkilere sahiptir (Farooqui vd.,
2017).

Corek otu bitkilerinin tohumlar1 halk tibbinda mide hastaliklarinda, bagirsaklarda gaz

giderme gibi sorunlarda tedavi edici bir yontem olarak uygulanmaktadir (Baytop, 1984).
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Gergeklesen ¢alismalarda ¢orek otu tohumu ve bilesenlerinin, anti-tiimor (Worthen, 1998),
anti-bakteriyel (Morsi, 2000), anti-enflamatuar, antioksidan ve bagisiklik sistemini
destekleyici (Salem ve Shamim, 2000), etkileri oldugu rapor edilmistir. Son dénemlerde
dogal tedavi yontemlerinin yani1 sira modern tipta ¢orek otunun sabit ve ugucu yaginin
antibakteriyel, antitiimor, sakinlestirici, yatistirici, agr1 kesici, kan sekeri diistiriicti ve diiz
kaslar1 gevsetici etkilerinden takviye ve tedavi edici gida olarak yararlanildig: belirlenmistir

(Nickavara vd., 2003).

Tiirkiye’ye ait tescilli ilk ve tek ¢orek otu ¢esidi Cameli ¢esididir ve 2014 yilinda
Eskigsehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan tescil ettirilmistir. Corek
otunun Diinya’da ve Tiirkiye’de yogun sekilde tiiketilmesinin yani sira yetistirilme kisminda
ozellikle bolgesel popiilasyonlardan tiretilip, tescilli gesit sayisinin tek olmasi kiymetli bir
arastirma konusu olarak giliniimiize gelmektedir. Corek otu popiilasyonlar1 ile en yiiksek
verim ve en kaliteli tirin almak amaciyla yapilan ¢aligmalarin sayist oldukca azdir. Verim
ve kalite ozelliklerinde c¢evresel faktorlerin etkili oldugu arastirmalarla desteklenmektedir
(Ozel vd. 2009; Baytore, 2011). Yukarida da belirtildigi gibi ¢orek otu son yillarda pek ¢ok

sektorde artmakta olan bir potansiyele sahiptir.

Corek otu ekonomik, besleyici ve tibbi degerleri nedeniyle ve iiretiminde ve
pazarlanmasinda ekonomik kayip ve gida zinciri bulasi riski ¢ok az veya hi¢ olmadigi igin

deneysel bir model bitki olarak secilmistir.

Giderek artan diinya niifusunun yeterince ve kaliteli gidayla beslenmesini saglamak
amaciyla tarimsal iiretimi artirmak hedeflenmistir. Insanoglu bu dogrultuda yaygin olarak
kullanilmakta olan bitkileri melezleme ve seleksiyon islemleriyle daha verimli ve kaliteli
hale getirebilmeyi hedeflemislerdir. Kontrollii olarak bitkilerin {iretimini saglamis ve zaman

igerisinde tirlinlerin verim ve kalitesini arttirmistir.

Yesil Devrim olarak adlandirilan 1950°li yillarda geleneksel 1slah tekniklerinin
gelistirilmesiyle hastaliklara ve zararlilara dayanikli, yiiksek verimli, Kaliteli g¢esitler
gelistirilmistir. Sentetik giibrelerin ve tarimsal ilaglarin kullaniminin artmasiyla tarimsal
{iretim artmustir. Ote yandan yillarca uygulanan bu dogal olmayan islemler ekosistemin ve
dogal dengenin hasar almasina yol a¢mistir. Ekim alanlarinin yetersiz kalmasi, su
kaynaklarmin giderek azalmasi, dogal dengeye zarar vermeden tarimsal faaliyetlerin

yapilmak istenmesi, klasik 1slah yontemlerinin kullanilmasi ile istenen genotiplere kisa



stirede ulasilamamasi vb. sebeplerden 6tiirti biyoteknoloji gibi daha ileri teknolojiler

arastirilmaya baslanmistir (Dagiistii, 2018).

Gegmisten giiniimiize gelen siiregte gelisen teknoloji, genetik c¢alismalardaki giincel
gelismeler ve bilim insanlarinin bitki hiicrelerinin genetik yapilarindaki iyilestirilmeler,
olusturulmak istenen &zellikteki genotiplerin kisa zamanda g¢ogaltilabilmesini, cinsler ve
tirler arasi melezlemelerdeki alisilagelmis klasik tekniklerle uygulanamayan gen
transferlerinin ~ yapilabilmesini, daha kisa zaman diliminde homozigot hatlarin
olusturulmasini ve bitkideki karakterleri 6zel olarak ifade eden genlerin izole edilerek bir
baska organizmaya aktarilmasina imkan sunmustur (Kurt, 2004; Hatipoglu, 2015). Sonug
olarak bitki biyoteknoloji ¢alismalarinin giinimiizde klasik bitki 1slahinda gegen siiregten
cok daha kisa siirede bitki yetistirme olanagi saglayan bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bitkilerde meydana gelen bu hizli gelismeler diinya niifusunun giderek
artmasi goz Oniinde bulunduruldugunda c¢ok onemli bir yer edinmektedir. Bunun gibi
gelismelerin basarisini etkileyen etkenlerin biri de bitkilerin hiicre diizeyinde muamele
gormeleri ve bu dogrultuda calisilmasidir. Bitki doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri ve

amaglarimin anlasilmasi bu nedenle 6nem arz etmektedir.

Son yillarda bitki 1slahinda biyoteknolojik yontemler olarak adlandirilan tekniklerden
yararlanarak, bitkilerde 1slah siirecinin kisaltilmasmna yonelik arastirmalar gittikce

artmaktadir.
Biyoteknolojik yontemler;
1) istenilen 6zellikteki genotiplerin ¢ogaltilmasinda gecen zamanin kisaltilmasina,

1) klasik yontemlerle elde edilemeyen cinsler ve tiirler arasi melezlerin elde

edilmesine imkan saglayarak, cinsler ve tiirler aras1 gen transferine,
1) daha kisa stirede homozigot hatlarin elde edilmesine ve

1v) karakterleri kontrol eden genlerin izole edilerek diger bir organizmaya
tasinmasina imkan saglayarak, bitki 1slahinda gereken siirecten daha kisa bir siirede 1slah

stirecinin gergeklestirilmesine katkida bulunmaktadir (Kurt, 2004; Siile, 2005).

Bu calisma ¢orek otu popiilasyonlarinda melezleme sonrasi zigotik embriyolar: iceren
tohum taslaklarinin kiiltiirii aracilifiyla embriyo kiiltiirii teknigini gelistirmek amaciyla

gergeklestirilmistir.



1.7. Embriyo Kiiltiiri

Embriyo kiiltirli, embriyonun yumurtalik igerisinde gelismenin belirli bir asamasinda
izole edilerek ilgili besi ortaminda ¢imlendirilip gelistirilmesidir. Basarili olarak ilk 1904
yilinda Hanning tarafindan ¢esitli bitki tlirlerinin olgun ve olgunlasmamis embriyolarini,
dormansi donemini tamamlamadan hala ¢imlenip ¢imlenemeyeceklerini belirlemek ic¢in
Turpgilleri kiiltiire almistir (Norstog, 1979). Kiiltiire alinan bitkilerin yabani tiirleri, kalite,
hastalik ve zararlilara dayaniklilik, stres ve gevre kosullarina dayaniklilik gibi onemli
ozellikler i¢in genetik varyabilite adina olduk¢a Onemlidir. Kiiltiirii yapilan cesitlerde
istenilen  ozellikleri  biraraya getirmek farkli ebeveynler arasi melezlemeleri
gerektirmektedir. Fakat bunun gibi melezlemelerde gesitli melezleme sorunlari mevcuttur.
Bunlar; Embriyo ve endosperm arasi uyusmazliklar, melez embriyo baskilamasi (absorbe)
gibi sorunlardir. Bu gibi durumlarin 6nlenmesinde embriyo kiiltiirii melezlenmesi zor olan
tiirler ve cinsler arast melez elde edilmesinde basarili sonu¢ elde etmek amaciyla tercih

edilmektedir (Vasiljevic, 1989).

Ayrica embriyo kiiltliriinden dormansinin kirilmasi1 ve erken ¢imlenme sorunlarinin
¢oziimiinde de yararlanilmaktadir. Embriyo kiiltiirii kullanim alanlarindan yaygin olanlari

(Kott ve Kasha, 1985):
1- Haploid bitki iiretimi,
2- Tiir ve cinsler aras1 melezlemelerde yagamayan embriyolarin kullanilmasi,
3- Totipotent hiicre kiiltiirii i¢in explant kaynagi,
4- Islah siirecinin kisaltilmas.

1- Haploid bitki tiretimi: Haploid bitki tiretimi i¢in, Bulbosum metodu, embriyo

kiiltiirlinde uzun zamandan beri ve 6zellikle arpa 1slahinda kullanilmaktadir.

2- Tiirler ve cinsler aras1 melezlemeler: Tahil tohumlari i¢inde yeni ve yararl tarimsal
karakterleri belirlemek igin genis Olgiide hibridizasyon calismalar1 yapilmaktadir. Burada
basar1 derecesi bunlarin birbirleriyle iliskilerine ya da melezlerine uygunluguna baghdir.
Tiirler aras1 caprazlamalar ve diploidler ve tetraploidler arasindaki caprazlamalar ile
endosperm genellikle zayif gelisir veya hi¢ gelismez. Embriyonun bir besin ortaminda
aseptik olarak kiiltiirlenmesiyle bu problemin iistesinden gelinebilir (Ramming, 1990).

Embriyo kiltirii genis hibridizasyon c¢aligmalarinda diizenli olarak kullanilmaktadir.
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Arpada, interspesifik hibridleri bulmak i¢in kullanilmistir ve bu sayede soguga ve mildiydye
dayaniklilik gibi 6zelliklerin kazandirilmas1 amaglanmistir (Kott ve Kasha, 1985).

3- Explant kaynagi olarak: Olgunlasmamis embriyolar tahillarda ayrica callus
regenerasyonu i¢in kaynak olusturur. Bu da seleksiyon c¢alismalarinda ozel olarak
regenerantlarin  bulunmasinda, seleksiyon i¢in varyabilite kaynagi saglanmasinda

kullanilmaktadir (Kott ve Kasha, 1985).

4- Islah siirecinin kisaltilmasi: Bitki 1slahi siireci, topragin hazirlanmasindan bitkilerin
biliytimesi i¢in optimum kosullarin saglanmasi ve hastaliktan ari saglikli bitkiler yetistirerek
verim ve kaliteyi artirmak, geleneksel {iretim sistemlerinin kapasitesini artirarak yeni bir
cesit gelistirmek adina istedigimiz ozellikleri kullanarak ayni sonuglari elde edebilecegimiz
bitki yetistirme siiresini kisaltarak bitki 1slah ¢aligmalarini iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir

(Narayanaswami ve Norstog, 1964; Kurt ve Savsatli, 2005).

Klasik 1slah tabiati geregi uzun siireler gerektiren calismalardir. Biyoteknolojik
yontemler ise klasik 1slahla basarilmasi giic olan cinsler ve tiirlerarast gen aktariminin
basarilmasina ve 1slah siirecinin kisaltilmasina 6nemli katkilar saglamaktadir. Bir 1slah
caligmasinda embriyo kiiltiirii teknigi kullanilarak tohumun olgunlasmasini bekleyerek
zaman kaybetmek vyerine, olgunluga erismemis embriyolarin kiiltiiriiyle 1slah siireci
kisaltilabilmektedir (Uysal vd., 2007) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Ayciceginde olgunlagmamis embriyolarin kiiltiirii ile yasam ¢emberinin
kisaltilmas1 (Bhojwani ve Razdan, 1996)
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Embriyo Kiiltiirii ile Ilgili Cahsmalar

En eski deneysel bitki embriyologlar1 arasinda, Schopfer'e (1949) gore Charles
Bonnet’in 1754 tarihli “’Recherches sur ’usage des Feuilles’” adli eserinde (Gris (1864),
Phaseolus multiflorus (Cali Fasulyesi) ve Fagopyrum (Bugdaygiller) tohumlarinin
embriyolarindan topraga ekip biraz ciice olan bitkiler elde ettigini sdylemektedir. Yine
Mirabilis alapa'nin sebze, meyve ve bahge artigi embriyolarini ¢gimlendirmeyi basarmasi ve

bu deneylerin ger¢eklesmesi o donem igin dikkat ¢ekici bir durumdur (Van Tieghem, 1873).

Nemli hazneler kullanarak yalnizca g¢ikarilmig embriyolar kiiltiirlemekle kalmamis,
ayn1 zamanda porsiyonlardan kok ve siirgiinlerin yenilenmesini de saglamistir. Blociszewski
(1876), musir, yulaf, cavdar, yonca, bezelye ve aci baklanin endospermlerinden veya
kotiledonlarindan tamamen veya kismen par¢alanmis embriyolarinin yetistirilmesinde basari
saglamistir. Daha sonra, Brown ve Morris (1890), Gramineae (Bugdaygiller) embriyolarini
besin soliisyonlart1 ve cesitli endospermler iizerinde kiiltiire almistir, bdylece Arpa
embriyolar1 Bugday endospermleri lizerinde biiyiitiilmiistiir. Ardindan Stingl (1907), tahil

embriyolarinin karsilikli implantasyonlarini (yerlesimini) yaparak kesfetmistir.

Hanning (1904), sekerler, mineral tuzlar, amino asitler ve bitki 6zleri igeren gesitli
ortamlarda Raphanus (turpgiller) ve Cochlearia (Cruciferae) embriyolarinin biiyiimesi

izerine kapsamli aragtirmalar yapmustir.

Knudson (1922) tarafindan arpagiller niitrient agar iizerinde ¢imlendirilmis ve olgun
bitkiler biyitiilmistiir. Essenbeck ve Suessenguth (1925), c¢imlenme ile ilgili enzim

sistemlerini incelemek icin eksize edilmis tam siireli Zea mays embriyolarini yetistirmistir.

Genetik caligmalarda embriyo kiiltiirii teknigini kullanma olasiligini ilk kez gosteren
Laibach'in (1925) c¢alismasi; Linum'daki belirli tiirler arasi caprazlamalarda, meyvenin
kii¢iildiigii ve tohumlarin cansiz oldugunu gézlemlemis ve ¢6ziim olarak bu tiir tohumlarin
embriyolar1 kesilip bir sakaroz ortamina yerlestirilmesi ¢imlenmeleri saglamistir. Hibrit
tohumun basarisizliginin, endosperm gelisiminin hareketsizliginden veya embriyo ile
uyumsuzlugundan kaynaklanabilecegi ve bunun, embriyonun illa ki oldugu anlamina

gelmemesi pratik agidan ilgi ¢ekicidir.
Dietrich (1924), Tukey (1933), LaRue (1936), LaRue ve Avery (1938), Merry ve
Goddard (1941) ve Rijven (1952) gibi bir grup bilim insaninin 6zellikle ilgilendikleri bir
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durum vardi, bunun ad1 “kunstliche Friihgeburt” (erkenci filizlenme) idi. Bu durumu sdyle
aciklamiglardir; Tam siireli embriyolardan daha azinin, eger in vitro kosullarinda biiytirlerse,

embriyo yerine fidelerin erken filizlendigini ve kiiciildiiklerini kesfetmislerdir.

Dietrich (1924), %5-10 sakaroz ve %1,5 agar igeren Knop soliisyonunda kiiltiire aldig1
Crudferae, Leguminosae, Compositae, Cucurbitaceae ve Gramineae'ye ait bir dizi bitkiden
embriyolarin biliylimesi iizerine kapsamli bir ¢alisma yapmistir. Sonucunda da baslangigta
bekleme siiresinin uzun olmadiginda in vitro kosullarda daha hizli bir ¢imlenmenin
meydana geldigini gozlemlemistir. Ilaveten, kiiltiire alinan embriyolarin ekiminde besi

ortaminin yiizeyine daha yakin batik olmayanlardan daha etkili sonug almistir.

LaRue (1936), birkag bitki tiiriiniin kiiclik embriyolarinin, daha kii¢iik olanlar 0,5 mm
kiiltiire alinamamistir ¢iinkii nihai boyutlarinin iicte birinden daha az olan kiiltiirlenmis
embriyolar, olgunluga erisebilen bitkilere doniistiigiinii, ideal boydaki embriyolarin ise
normal embriyolarinkine esit veya ondan daha biiyiik bir boyuta farklilagsmadan gelistigini

in vitro biiylime ¢alismasinda gézlemlemistir.

LaRue (1936), Oksinlerin embriyo kiiltiirlerinde kullanimina iliskin ilk raporlari
sunmustur. Phaseolus ve Ricinus'un kiiltiirlenmis embriyolar1 iizerinde indol asetik asidin
(0.5 ppm) embriyolarin in vitro biiylimesi ve indol asetik asidin tiimor {irettigini Solacolu ve
Constantinesco (1936) gozlemlemistir. Embriyo kiiltiirii ayrica Gregory ve Purvis (1938)
tarafindan vernalizasyon ¢aligmalarinda bir ara¢ olarak kullamilmistir. %2 sakkaroz
ortaminda embriyolar ve ¢imlenmenin olmamasmin nedeni endosperm veya aleuron
tabakasinin vernalizasyonuna baglidir, ancak embriyonun soguk muameleye tepkisine,
sonraki ¢icek olusumu i¢in embriyolarin vernalizasyonu sirasinda sekerin gerekliligini
gosterebilmistir. Vernalizasyon ¢aligmalarina doku kiiltiirii tekniklerini uygulayan diger

deneyler, Murneek ve Whyte (1948) tarafindan gergeklestirilmistir.

Iwanowskaya (1946), Triticum'dan melezler elde ederken, (2n=28) X Elymus
arenarius (2n=56) ve Brink vd. (1944), Hordeum jubatum X Secale tahilinin bir melezini de

embriyo kiiltiirii ile elde etmistir.

Prezent (1954) ve Camara (1943), yabanci endospermin tahil embriyolarinin sonraki
gelisimi lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bahar bugdaymin embriyolarindan bir gesit ve
cavdarla yiiksek caprazlanabilirlik sergileyen bagka bir bugday cesidinin endospermi
iizerinde yetistirilmistir. Yetistirme isleri bazen embriyolarin dogal dormansisi tarafindan

engellenir, boylece ¢cimlenme ve fide biiylimesi birka¢ yila yayilabilir. Randolph (1945),
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Randolph ve Cox (1955) ve Lenz (1955), iris fidelerini elde etmek icin embriyo
kiiltiirlerinden yararlanmustir. iris tohumlar1 normalde ¢imlemek igin birkac yi1l gerektirir.
Lammerts (1942) yaprak doken agaclarin ireme dongiisii ve ¢imlenebilirliginin arttirilmasi
hibrit embriyolarin kullanilmasinin  yontemin siiresini  kisaltmada etkili oldugunu

gozlemlemistir.

Von Guttenberg ve Wiedow (1952) kok biiyiimesinin uyarilmasinda kiiltiirlenmis
Avena Sativa embriyolarinin sayist gozlemlemistir. 10-5 ppm'de IAA ile siirgiin
koleoptilinin uyarilmasi ve mezokotil biiyiimesi 1 ppm IAA konsantrasyonunda meydana

gelmistir.

Gorter (1955), farklilasmamis, ¢ubuk seklindeki Cyclamen persicum embriyolarinin
%20 Hindistan cevizi siitli, maya 0ziitli veya turba 6zii igeren bir besiyerinde kiiltiirlendigini

bildirmistir ve yaklagik 14 giin i¢inde olgunlastig1 ve ¢imlendigi gozlenmistir.

Ball (1959)'a gore ¢esitli organik azotlu bilesiklerin etkilerini inceleyen ve bulan
Brown (1906) idi ve glutamin ozellikle siirgiin biiyiimesinin desteklenmesinde etkiliydi.
Eksize edilmis arpa embriyolari ve sakkaroz lizerinde yetistirilen ekotiledonize edilmis lima
fasulyesi embriyolarindan fideler elde eden biiyiime ortami Buckner ve Kastle (1917)

tarafindan gézlemlenmistir.

Tukey (1933, 1934, 1938, 1944), Werckmeister (1934), Skovsted (1935), Beasley
(1940), Skirm (1942), Blakeslee ve Safina (1944), Smith (1944), McLean (1945), Yamasaki
(1947), Sanders (1948, 1950), Uttaman (1949), Konzak vd. (1951), Nickell (1951), Keim
(1953), Haynes (1954), Honma (1955), Webster (1955), De Capite (1955), Choudhury
(1955), Ganesan vd. (1957), Schooler (1960), Bouharmont (1961), Grant vd. (1962), ve
Fridriksson ve Bolton (1963) hibrit embriyo kiiltiirii teknigini gelistirmislerdir, hatta tiirler

aras1 melezler elde etmislerdir.

Embriyolarin kiiltiirlenmesinde belirli heksitollerin kullanilmasindan bazi basarilar
elde edilmistir. Pollard vd. (1961) tarafindan hindistancevizi siitiiniin "notr fraksiyonundan"
elde edilen her ikisi de inositol ve sorbitol igermektedir. DeMaggio ve Wetmore (1961)
tarafindan egreltiotu Todea barbara'min farklilasmamis proembriyolart ve farklilasmis
embriyolarinin kiiltiirlerinde kullanilmistir. Bu ¢aligmalarda son derece kiigiik (35-55 Ix)
embriyolarin in viro kosullarda farklilasmaya ugramayacagini varsayarak biiyiimelerini
tesvik edecegini diisiinmiistiir. Nihayetinde, bu egrelti otunun daha biiylik farklilagmig

embriyolar1, %5-10 hindistancevizi siitii iceren ortamlarda hizla biiyiidiigiinii ancak Inositol
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ve s, 50 ppm amino asit karigimini iceren bir ortamda embriyolar, hindistancevizi siitii

ortamindan daha hizl bir biiylime oran1 gosterdigini tespit etmislerdir.

Carew ve Schwarting (1958), olgun aci bakla embriyolarinin biiyiimesi, NAA ve
adenin igeren kiiltiirel kosullar altinda arastirmistir, siilfat ve not edilen pargalarin rejeneratif

kapasitesi gozlendiginde kallus kiiltiirleri elde etmistir.

Furuya ve Soma (1957), ¢esitli oksinlerin gelisim iizerindeki dogrudan etkilerini
bildirmistir. Buna gore; steril kiiltiirde ekotiledonize edilmis fasulye embriyosu pargalarinin
farklilasmamis fasulye embriyolarinin GA ve IAA'nin on giinliik bir siire boyunca in vitro
kosullarda hiicre boliinmesi gostermezken, biraz daha yasli embriyolarda boliinmeler

g6zlendigini bildirmistir (Dure ve Jensen, 1957).

Zenkteler vd. (1961) Daha once atifta bulunulan bir ¢alismada inositol, NAA, 2.4-D,
adenin ve hindistan cevizi siitii gibi maddelerin kombinasyonlarini iceren besiyerlerinde
kotiledon baslangicinin erken evrelerinde ve 0.2-0.3 mm uzunlugunda havu¢ embriyolari
gelisirken daha kiiglik, farklilasmamis, 0,1-0,2 mm uzunlugundaki embriyolar

biliyliyemedigini gdzlemlemistir.

Kumlehn vd. (1998) dollenmis bugday (Triticum aestivum L.) yumurta hiicrelerinden
emaskule edilmis basaklarin elle tozlasmasindan 3+6 saat sonra, verimli ve tekrarlanabilir
embriyo gelisimi elde etmistir. Hem kis hem de ilkbahar ¢esitlerinin eksize edilmis
yumurtaliklarinin yaklasik %75'inden canli zigotlari rutin olarak izole etmek miimkiindiir.
Sporofitik gelisme i¢in uyarilmis olan arpa mikrosporlart ile birlikte kiiltiir, ekilen bugday
zigotlarinin embriyonik gelisimi ile sonuglanmistir. 23 saat i¢inde tozlasma; zigotlar ilk
hiicre boliinmelerini gegirmislerdir. Cogu daha sonra farkli iist ve alt dokuya sahip

farklilagmaya doniisen kuliip seklindeki embriyolara gelismeye devam etmistir.

Hadfi vd. (1998) dikotiledon embriyolarinda model olusumu sirasinda oksin etkisinin
mekanizmasini arastirmak ig¢in, dogal oksin indol-3-asetik asit (IAA), oksin tagima
inhibitori N-(1naftil) talamik asit (NPA) ve antiauxin p-klorofenoksiizobiitirik asit (PCIB)
'in etkilerini test etmistir. Izole edilmis zigotik Brassica juncea embriyolarmin bu
maddelerle in vitro tedavileri, cok c¢esitli morfogenetik degisikliklere yol acmustir.
Yuvarlagims1 embriyolara eksojen oksin (10-40 uM) ile muamele edilmesi ya
morfogenezinin tamamen inhibe edilerek top seklinde embriyolar olusturmus ya da herhangi
bir apikal yapisi olmayan yalnizca kisaltilmis bir hipokotilden olusan yumurta ve salatalik

sekline benzeyen embriyolarin gelismesine neden olmustur. Bazen yuvarlagimsi
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embriyolarda oksin taginmasinin inhibisyonundan sonra eksen tekrarlanmasi gézlenmis ve

ikiz embriyolarin gelismesine yol agmuistir.

Fregene vd. (1999) basarili tohum ¢imlenmesini artirmak ve popiilasyon olusturma
sliresini azaltmak icin olgunlagsmamis manyok tohumlarin1 kullanan bir embriyo kiiltiirii
protokolii gelistirilmistir. Embriyonik eksenler, tozlasmadan 40 giin sonra tohumlardan
cikarilmis ve biiylime faktorleri ile desteklenen 1/3 MS ortamina yerlestirilmistir. Hem
olgun hem de olgunlagsmamis tohumlardan siirgiin uzamasi (shoot elongation), bogum arasi

olusumu ve kiiltiirlerin canliliginda genotipik etkiler gozlenmistir.

Zhang vd. (1999) Japonica ve Indica piring ¢esitlerinin oviillerinden déllenmemis ve
dollenmis yumurta hiicrelerinin rutin izolasyonunu saglayan basit bir mekanik yontem
gelistirilmistir. Deneylerde, donor bitkiler giiclii bir durumdayken yumurta hiicrelerinin ve
zigotlarin cogunlugu izolasyon prosediiriinden sag cikmistir. Hayatta kalan zigotlarin
yaklasik %40'1, orfojenik olmayan bir piring besleyici hiicre kiiltiirliyle birlikte Millicell
eklerinde kiiltiirlendiginde siirekli gelisim gecirmistir. Neredeyse tiim zigottan tiiretilen
kallus kiiltiirleri, daha sonra yiiksek verimlilikle koklenebilen ¢oklu siirglinleri yeniden
iretmistir. Zigot tiirevi bitkicikler topraga nakledildiginde verimli bitkiler olarak

olgunlagmustir.

Sauer ve Friml (2004) ¢alismasinda zigotik Arabidopsis embryosunun in vitro kiltiirti
icin bir yontem gelistirmistir. Tim yumurtayr kiiltiirleyerek embriyonun eksizyonunu
atlayarak, boylece gerekli zaman ve ¢abayi biiyiik 6l¢iide kolaylastirmistir. En erken gelisim
asamalarindan olgunluga kadar embriyo gelisimi ve kiiltiiriinlin dis manipiilasyonunu
sagladigin1 bidirmistir. Cesitli kimyasal tedavilerin yani sira farkli molekiiler belirteglerin
kullanimi, in vitro kiiltiirlenmis embriyolarda gen ekspresyonunu ve protein

lokalizasyonunu gorsellestirmek icin standart tekniklerle birlikte gosterilmistir.

He vd. (2007) tiitin igin giivenilir bir in vitrozigotik embriyogenez sistemi
gelistirmistir. Adikotiledonlu bitkinin tek bir zigotu, dollenmis oviillerin besleyici olarak
kullanildig1 bir ortak kiiltiir sisteminin yardimiyla dogrudan embriyogenez yoluyla verimli
bir bitkiye doniisebilmistir. Sonuglar, bir titiin zigotunun Solanad tipinin temel

embriyojenik modelini takip ederek in vitro bdliinebilecegini dogrulamistir.

Hoseini-Nasr vd. (2007) embriyo kiiltiirii yoluyla olgun tohumdan Taxus baccata'nin
tohum dormansisinin kirtlmast i¢in iki yontem agiklamistir. Bitki rejenerasyonu, zigotik

embriyonun MS ortaminda kiiltiirlenmesiyle elde edilmistir. Ayrica, WP mineral ortamina
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embriyo kiiltliriiniin ardindan bir aylik tohum 6n sogutmas: ile baska bir geng bitki elde
edilmistir. Embriyo kiiltiiriinde taninabilir siirgiin ve kdk uglarma sahip iki uglu yapilarin
gelisimi  gbzlenmistir. Somatik embriyolarin yiizde yirmisi geng bitkilerde rejenere

edilmistir.
2.2. Corek Otunda In Vitro Kiiltiir Calismalari

Banerjee ve Gupta (1975) ¢orek otu bitkisinin kok, govde ve yaprak kisimlarindan
eksize edilen naftalenasetik asit (NAA) ve hindistan cevizi siitii ihtiva eden bir
konsantrasyonda, kok ve siirgiin gelisim gozlemini elde edilen her ii¢ kallustan birinde
izlemislerdir. Bu gbzlemler itibariyle hindistan cevizi siitiiyle muamele edilen eksplantlar
sonrasinda bazal ortamda 2,0 ml Indol asetik asid (IAA) uygulamasi sonucunda kok ve

yaprak kalluslar1 olustugunu belirlemislerdir.

Banerjee ve Gupta (1976) Kazein hidrolizat eklenmis MS besi ortamina; hindistan
cevizi sitini farkli oranlarda eklenerek yapraktan olusan kallusdan embriyogenez elde
etmislerdir. Embriyogenez eldesi, MS besi ortami, 0,5 mg.l'1 IAA ve 100-500 mg.l‘1 kazein
hidrozat ilave edilmis ortaminda, kiiltiire alindiktan sonra uzun bir siire gegmesinin ardindan
olustugunu gdzlemlemislerdir. Igeriginde 1000 mg.I? kazein hidrozat iceren bir
konsantrasyonda, morfonogenez kapasitesini kaybettigini ve besinci altkiiltiirden sonra
kiiltiire devam edilemedigini, 2,4-D ve kinetin ortamlarinin farklilagma iizerinde baskilayici
etkiler gosterdigini rapor etmisleridr. Corek otu bitkisinde yaprak kokeni, siirgiin tomurcugu
ve koklerin meristematik hiicre gruplarinin bir pargasi oldugunu, embriyoidlerin olusumunu

ise tek bir hiicrenin tekrarlanan bdliinmesiyle baslatildigini rapor etmislerdir.

Chand ve Roy (1982), Kiiltiire alinan besi ortaminda Giberalik asit (GA) iceren
konsantrasyonlarda  tohumlarm  kallus olusumu ve ¢imlenmesinin  olmadigini
gozlemlemislerdir; NAA bulunan ortamda ise tohumlarin ¢imlenip kallus olusturdugunu
gozlemlemislerdir. IAA’nin bulundugu ortamda ise tohumlardan direkt bitki ve kallus
olustugunu tespit etmislerdir. Biitiin bu durumlar géz 6niinde bulunduruldugunda 2,4-D
varliginda, kinetin ve hindistan cevizi siitiinii esit miktarda igeren konsantrasyonlarda

tohumlarin, bitki olusturmadan kallus dokusu meydana geldigini gozlemlemislerdir.

Datta vd. (1983) gerceklestirdigi ¢aligmada farkli bitki besin diizenleyiciler ile ¢orek
otu da dahil olmak iizere ¢esitli bitkiler lizerinde denemeler yapmislardir. In vitro biiylime

ve biyokiitle olusumunun meydana gelmesinde bitki besin ve biiylime diizenleyicilerinin
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destekleyici bir etkiye sahip oldugunu, kallus olusumunda ise 2,4-D ve Kinetinin etkili

oldugunu sunmuslardir.

Youssef vd. (1998) calismasinda, tuz orami fazla olan ortamlarda biiylimenin
baskilandigi, %0,05 oranda kazein hidrolizat igieren ortamlarin ise kallus biiyiimesini tesvik
ettigini aciklamislardir. Ilaveten, kallus kiiltiirlerinde tuz stresinin birincil iiriinlerin
birikimini arttigin1 da bildirmislerdir. Kiiltiire alinacak besi ortamlarinda 2,4-D ortamina
cesitli kinetin oranlarinin eklenmesiyle, ¢orek otu bitkisinden meydana gelen kalluslarin

taze agirliginin da azaldigini bildirmislerdir.

Mohammad ve Jumma (2006) deneylerinde, 1010 molar 2,4-diklorofenoksi asetik asit
(2,4-D) veya pentadienoik asit (PDA) bulunduran Murashige ve Skoog (MS) ortami
kullanilarak ¢orek otu kallusun baglatilmast ve biiyiimesini incelemistir. Glutamat
dehidrojenaz (GDH), farklilik gosteren amontum nitrat ve potasyum bulunduran
konsantrasyonlara sahip besi ortaminda baslatilan kallustan kismen izole edilmistir.
Ilaveten, 2,4-D veya PDA varliginda enzim aktivitesinin kiyaslandigi bir caligmasi
yapilmistir. Sonug olarak, kallus olusumunun baglamasi ve gelismesi i¢in en etkili besi
ortaminin 106-M 2,4-D veya PDA ihtiva ettigi durumlarda olustugunu rapor etmistir. 2,4-D
veya PDA ihtiva eden MS besi yerinde yetistirilen kallusun yas agirligi kiiltiire alindigindan
45 giin sonra sirasiyla 5.72 gm ve 2.81 gm idi. Bununla birlikte, kallusun protein igerigi,

sirastyla 2,4 —D veya PDA iceren ortamda biiyiitiilen 1.050 ve 1.116 mg/gm’dir.

Al-Ani (2008) ise ¢orek otu yapraklari, hipokotilleri ve kokleri gesitli bitki bilyiime
diizenleyici igeren konsantrasyonlarda MS ortaminda kiiltiirlenmistir. Neticesinde, MS
ortaminda 2.4-D (0,0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 mg.I™) ve kinetin (0, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0 mg.I
1) bulunduran konsantrasyonlarda iyi derecede kallus olusumu, 2,4-D (mg.I" ) ve kinetin

(1,5 mg.I" ) oranini igeren konsantrasyonda ise yaprak eksplantlari meydana gelmistir.

Al-Salih (2012) calismasinda, ¢orek otu doku kiiltiirlerinden yararlanarak pestisit
deltamethrin’in  bitkideki hiicre biiyiimesinde olusturacagi etkiyi degerlendirmeyi
hedefleyerek gesitli pestisit igeren konsantrasyonlar1 (%0,01-4,0) denemistir. Sonug olarak
%0,01-0,05 oraninda kallus biiylimesini baskilamazken %0,1-1,0 oraninda pestisit igeren

ortam konsantrasyonunun kallus biiytimesini tegvik ettigini rapor etmistir.

Chand ve Roy (2014) c¢alismasinda, ¢orek otu kallus olusumunun en st diizeye
ulagmasi igin ¢esitli 2,4- D, NAA ve IAA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmistir. Olusan

kalluslar ilk basta ¢orek otunun yaprak parcaciklarindan meydana gelmislerdir. Deneyler
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siiresince kinetin miktar1 sabitlenmistir ve NAA bulunduran besi yerlerinde gelisen
kalluslarin IAA ve 2,4-D bulunduran besi yerlerine gore stabil, yumusak ve daha agik yesil
renkte oldugu sunmuslardir. 2,4-D, NAA ve IAA ilave edilen MS besi yerinde ¢orek otu
yapragindan etkileyici oranda kallus iiretmi gergeklestirmislerdir. 2, 4-D (2 mg.I™), kinetin
(0,1 mg.I'* ) ve %10 hindistan cevizi siitii eklenmis MS besi yeri kullanmalar1 neticesinde
kallus dokularindaki ¢ogalma hizinin 2,4-D bulunduran besi ortamlarinda |AA
bulunduranlardan ¢ok daha fazla miktarda oldugunu bildirmislerdir. Meydana gelen
kalluslar daha sonra ayni bazal ortamda kinetin ile kombinlenmistir ve ¢esitli NAA, IAA ve
2, 4-D ve hindistan cevizi siitii iceren besin ortamlarinda alt kiiltiire aktarmislardir. Bu
kiiltiir ortamlarin1 25°C'de ve 16 saat/§8 saat 1sik-karanlik fotoperiyod i¢inde muhafaza
etmiglerdir. Mevcut iki ortam gézlendiginde sonug olarak 28 giin ig¢inde kallus olustugunu

bildirmislerdir.

EINour vd. (2015), ¢orek otu tohumlarindan meydana gelen hipokotiller ve kotiledon
eksplantlar farkl tipte ve cesitli bilylime diizenleyicileri konsantrasyonlar1 igeren MS besi
ortamlarinda kiiltiire alimmuslardir. Corek otu eksplantlari 6ncelikle 1,0 mg.I™ ve 5,0 mg.I™
Naftalin asedik asit (NAA) bulunduran ortamda kiiltiirlenmistir ve gézlem sonucunda ikinci
haftada kallus olusumu hizli bir sekilde gerceklestigini bildirmistir. Bitki materyali
kotiledon oldugunda 2,4-D besi ortamma 5,0 mg.I" ve 0,5 mg.I" miktarlarinda yetistirilen

hipokotiller izlendigindekallus olusumunun daha yavas oldugunu bildirmislerdir.

Rezaei vd. (2018) bitki doku kiiltiirii ¢aligsmalarinda, biiylime ortami i¢in mineral tuzu
ve vitaminler, %3 sukroz ve %0,7 agar oranlarinda bulunduran MS besi ortami
kullanmislardir. Sterilizasyon islemi gerceklesmis tohumlardan kallus gelisimi 7-10 giinliik
bitkilerin hipokotil ve kotiledon eksplantlarin1 kallus gelisimi i¢in kullanilmiglardir. Bitki
biiyiime hormonlariin kallus gelisimindeki etkisini incelemek i¢in TDZ, kinetin ve BAP
¢esitli hormon kombinleri NAA (1 mg.I" ) ile hipokotil ve kotiledon eksplantlartyla
calismiglardir. Bitki rejenerasyon deneyi ardindan meydana gelen kalluslar siirgiinlere ve
stirglin uzunluklar1 dikkate alinarak incelenmis ve siirgiinler farkli koklenme ortamlarina
ayr1 bir sekilde yerlestirilmislerdir. In vitro kosullarda ¢orek otu bitki rejenerasyonu,
kotiledon gelisimi gozlendiginde en iyi kallus olusum oram 0,05 mg.I”" BAP ve NAA ile

birlikte daha etkili bir sonug¢ verdigini rapor etmislerdir.

Bibi vd. (2018) ¢orek otunda in vitro kosullarda tohum ¢imlenmesi ve kallus olusumu

eldesi i¢in gesitli yontemler gelistirmistir. Ayn1 zamanda, yenilenen dokularda olusabilecek
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antioksidan potansiyelini de incelemislerdir. Sonuclar, 1.0 mg.I"* Gibberellic asit (GA3)
bulunduran MS besi ortamindaki inkiibasyonunda ¢orek otu tohumlarinda en yiiksek
cimlenme sikligmi gostermistir. Farkli 6n islem ¢6ziimleri arasinda H202 en yiiksek

¢imlenme frekansini tercih etmis, bunu KNO3 izlemistir.

Uysal (2021) Cameli ¢orek otu c¢esidinin gévde ve yaprak kisminimim in vitro
gelisimi lizerine ¢calismistir. 30 gr seker iceren bes farkli besin ortami (1. LS2.5, 2. MS, 3.
MS + 0.5 mg.I! IAA, 4. MS + 0.5 mg.I"* BAP, 5. MS + 0.5 mg.I* IAA + 0.5 mg. mg.I*
BAP) kullanilmistir. Arastirma sonucunda yiiksek oksin konsantrasyonu igeren ortamlarda
kallus olusumunun tesvik edildigini bildirmistir. Yine Egit miktarda IAA ve BAP eklenmesi
corek otu govde eksplantlarinda kallus olusumunu desteklemistir fakat yaprak
eksplantlarinda  dogrudan siirgiin  rejenerasyonu  saglanamamistir. Bu  sonuglar
dogrultusunda, ¢orek otu bitkileri lizerinde yapilan in vitro ¢ogaltma c¢alismalari igin, eger
amag¢ kallus olusumu ise, yiiksek oksin igeren bir ortamim tercih edilmesi
gerektiginidogrudan siirgiin rejenerasyonu elde etmek i¢in ise BAP veya diger sitokinin

iceren ortamlar tercih edilmesi gerektigini bildirmistir.

Uysal ve Sevindik (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada tohumlarin ¢ok kiigiik olmasi ve
embriyo izolasyonunun zor olmasi nedeniyle embriyo kiiltiirii i¢in ovul kiiltiiriinii tercih
ettiklerini bildirmislerdir. Embriyo kiiltiirii i¢in Tiirkiye'de Samsun, Denizli, Isparta, Mersin
ve Cameli ¢orek otu cesitleri bulunduran iireticilerden temin edilen populasyonlar
kullanarak melezlemeler yapmiglardir. Bu arastirma sonucunda toplam 2904 ovul LS2.5
ortaminda kiiltiire alinmustir. Iglerinde 148 tanesinde kallus olusumu gdzlenmis ve kallus
olusum orani %5,10 olarak kaydedilmistir. Incelenen kombinasyonlarda en yiiksek kallus
olusum oram1 %7.26 ile Cameli x Denizli kombinasyonundan elde edilmistir. Bu
olusumlardan bitki rejenerasyonu elde edilememistir. MS ortaminda 3526 adet tohum
taslag kiiltiire almiglardir. Bu tohum taslaklarindan 60 tanesinde ¢imlenme elde edilmis ve
bitki olusum oran1 %1,70 olarak belirlemislerdir. Bunlardan 41 bitki olgunlagmis ve hasat

edilmistir.

Hakimi vd. (2022) c¢alismasinda ¢orek otu tohumlarinin ¢imlenme 6zelliklerini
belirlemek i¢in tohumlar1 20, 25 ve 30 °C'de farkli diizeydeki tuzlu ortamlara maruz
birakmigtir. Her sicaklikta tuzluluk stresi olusturmak icin gerekli miktarlarda sodyum kloriir
tuzu kullanilarak hazirlanan 0, 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl olmak iizere bes tuzluluk
potansiyeli seviyesi uygulanmistir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi (%64) 25 °C'de ve 50 mM

NaCl uygulamasinda gozlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada Corek otu (Nigella sativa L.) bitkisinde embriyo kiiltiirii teknigi
araciligtyla 1slah hatlarinin gelistirilme olanaklari arastirilmigtir. Arastima, Aydin Adnan
Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, Bitki Doku
Kiiltiirii Laboratuvarinda ve Ziraat Fakiiltesi seralarinda ve Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda ve Ziraat

Fakiiltesi seralarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasinda bitki materyali olarak Tirkiyedeki tek tescilli ¢esit olan Cameli
corek otu c¢esidi ile Denizli ve Ankara’daki tireticilerden temin edilen ¢orek otu

poptilasyonlar1 kullanilmistir.

3.1.2. Besi Ortamlari

Bu ¢alismada ana besi yeri olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) (Duchefa
Biochemie, Katalok No: M0222) besi yeri ve igerisine 9 farkli konsantrasyonda BAP
velveya IAA eklenmis toplam 10 farkli besi yeri kullanilmigtir.

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan MS ortaminin kimyasal igerigi (Duchefa Biochemie,
Katalog No: M0222)

Kimyasal Madde Miktar (mg.171) Kimyasal Madde Miktar (mg.171)

KNO, 1900 Na,MoO,H,0 0,25

CaCl,.H,0 332,2 CuS0,.5H,0 0,025

NH,NO, 1650 CaCl,.6H,0 0,025
MgS0,.7H,0 180,7 Glycin 2,0
KH,PO, 170 Myo-Inostol 100
Na, — EDTA 37,25 Nicotinic asit 0,5
FeSO,.7H,0 27,85 Pyrodoxine-HCI 0,5
H;BO04 6,2 Thiamin HCI 0,1

MnS0,.7H,0 16,9 Sukroz * 30 000

ZnS0,.7H,0 8,6 Agar * 6 000
KI 0,83 PH 5,8

* Hazir olarak temin edilen besi ortami icerisnde bulunmayip ayrica ilave edilen bilegenler
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Cizelge 3.2 Embriyo kiiltiir ¢alismasinda kullanilan besi ortamlarinin BAP ve IAA
kombinasyonlar1

BAP (mg.171) IAA (mg.171)

0,5 -
1,0 -
2,0 -

- 0,5

- 1,0

- 2,0
1,0 1,0
0,1 2,0
2,0 0,5

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bitki metaryalleri sera kosullarinda yetistirilmistir ve ¢iceklenme periyodunu daha
uzun zamana yaymak i¢in 3 set olarak ekilmistir. Tohumlar %2 bahge toprag: ve 2 oraninda
yanmig ahir gilibresi iceren 3,5 L ebatindaki saksilara ekilmistir. Her set 5 saksi ve her
saksida 5 bitki olacak sekilde ekim islemi gergeklestirilmistir fakat ekim isleminde istenilen
miktarda bitki yetistirmeyi hedefleyerek 15-20 adet tohum saksilara ekilmis biiyiidiiklerinde
fazla miktarda yetisen her saksidaki bitki sayisi 10 adet olacak sekilde seyreltilmistir.

Aragtirma kapsaminda ilk denemeler Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat
Fakiiltesi seralarinda 2019-2020 kis sezonunda 15 Ekim 2019’dan baslayarak 15’er giin ara
ile 3 set halinde kurulmus belirli bir siire melezleme ve in vitro ¢alismalara devam edilmis
ancak Covid-19 pandemisi nedeni ile 2020 Mart ayindan itibaren laboratuvar ¢aligmalarina
ara verilmigtir. Yine pandemi siirecinin devam etmesi nedeni ile 2020-2021 yetistirme
sezonunda deneme kurulamamistir. Denemeler 2021-2022 sezonunda Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi seralarinda 1 Aralik 2021 tarihinden baglayarak yine 15’er giin ara ile 3 set

halinde kurulmustur (Resim 3.1 ve 3.2).
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Resim 3.2 Corek otu bitkilerinin saksilardaki gelisme durumlarina iliskin bir goriinti

3.2.2. Calismada Kullanilan MS Besi Ortaminin Hazirlanmasi

MS besi yeri hazirlama asamasinda ise; 1000 mL’lik besi yeri i¢in 4.4 gr toz MS
tartilarak 600 ml civarinda saf suda manyetik karistirici ile ¢oziinmesi saglanmustir.

Cozilme gergeklestikten sonra tizerine 30 g seker tartilip eklenmis ve seker de
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cozlindiiriilmiistiir. Hormon ilavesi yapilacaksa hormonlardan once stok soliisyonlar

hazirlanmstir.

Stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda BAP ve IAA 2-3 ml 1 N NaOH igerisinde
¢oziindurilmiis ardindan hacimleri saf su ile normal hacimlerine tamamlanmistir. Elde
edilen hormanlar istenilen miktarlarda bir pipet yardimi ile daha once hazirladigimiz besi
ortamina eklenmistir. Ardindan besi ortaminin hacmi 1 L’ye tamamlanmigtir. Besi
ortaminin PH’1 PH metre ile dlgiilmistiir. Ortamin PH’1 diisiikse 1 N NaOH yiiksekse 1 N
HCI kontrollii bir sekilde eklenerek PH 5,8’¢ sabitlenmistir. PH 6l¢timii bittikten sonra sise
icerisine 6 gr (Duchefa Biochemie, Katalok No: P1001) agar eklenmis ve iizerine
hazirladigimiz besi ortami1 aktarilarak kapagi bir miktar gevsek kalacak sekilde
kapatilmigtir. Sterilizasyona hazir besi yeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besi ortaminin kapagi olas1 kontaminasyon riskine kars1 sikica
kapatilmigtir ve steril petrilere aktarilmak tiizere laminar akisli biyogiivenlik kabinine
taginmistir. Besi ortami yaklasik 50 °C’ye soguyunca 9 cm ¢apindaki steril petrilere her bir
petride 25 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Dokiilen besi yerleri soguyup kat1 hale geldikten
sonra S’erli gruplar halinde stre¢ filmlerle kontaminasyon riskine karsi hava girisi
engellenecek sekilde sarilarak kiiltiire alinma islemi gerceklesene kadar oda sicakliginda
muhafaza edilmistir. Calismamizda steril edildikten sonra en fazla bir hafta beklemis taze

besi ortamlar1 kullanilmistir.

3.2.3. Cérek Otu Melezleme islemi

Ekimi yapilan Corek otu bitkilerinde ¢igeklenme basladigi andan itibaren melezleme
islemleri gerceklestirilmistir. Corek otunda melezleme yapmak i¢in emaskulasyon islemi
tozlamadan 1-2 giin 6nce yapilmasi basar1 oranini artirmaktadir. Ancak bu asamada disi
cigcekler de tam olgunluga erismemistir. Yabanci tozlanmay1 engellemek amaciyla ¢icekler
heniiz acilmadan 6nce hava ve nem gecirgenligi olan 6zel melezleme posetleri ile izole
edilmis ve tomurcuklar istenilen biiyiikliikte gelince (Resim 3.3) emaskulasyon islemi
gerceklestirilmis ¢igekler yeniden izole edilmistir (Resim 3.4). Hava sartlarina bagl olarak
emaskulasyonun ertesi giinii sabah 8.00-9.00 saatlerinde tozlama islemi yapilmis ve gigekler
tekrardan yabanci tozlanmaya karsi izole edilmistir. Emaskulasyon isleminden itibaren
emaskule edilen ¢icege, ana bitkinin ismi ve emaskulasyon tarihi yazilarak olasi karigmay1
onlemek adina etiketleme islemi yapilmistir. Tozlama sonrasi ise etikete baba bitkinin ismi

ve tozlama tarihi de ilave edilmistir (Resim 3.5).
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Resim 3.5 Tozlama islemi sonrast yb
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3.2.4. Corek Otu Kapsiillerinin Yiizey Sterilizasyonu

Embriyo kiiltlirii  zigotik tohum taslaklar1 kullanilarak gergeklestirilmis olup
tozlamadan sonraki 12. giinde uygun biiyiikliikteki embriyolari igeren kapsiiller hasat
edilerek steril su igerisinde laboratuvara getirilmistir. Sterilizasyon islemine baslamadan
once laminar akighh kabin 10 dk UV isigiyla steril edilmistir ve kapsiiller kabin igine
sterilizasyon islemi gergeklestirilmek tizere alinmigtir. Sterilizasyon asamasinda toplanan
kapsiiller 6ncelikle %70’lik etil alkol ile 10 sn On sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.
Ardindan %10’luk ticari ¢camasir suyu (ACE) ¢ozeltisi ile 5 dk ve son olarak 3-5 kez steril

su ile durulama islemine tabii tutularak kapsiil sterilizasyonu tamamlanmigtir (Resim 3.6).

Resim 3.6 Hasat edilmis melez kapsiiller ve sterilizasyon iglemi

3.2.5. Embriyolarin Kiiltiire Alinmasi

Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen kapsiiller laminar akisli biyogiivenlik kabini
icerisinde yine otoklavda steril edilmis pens ve bistiiri yardimi ile kesilip agilarak zigotik

embriyolar1 igeren tohum taslaklar1 dikkatli bir sekilde alimip besi ortamina
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yerlestirilmislerdir. Embriyo kiiltiirii caligmasi i¢in zigotik tohum taslaklari kullanilarak her
bir melezleme kombinasyonu ve besi yeri i¢in 5 adet petri kabi kullanilmis ve her petri
kabinda 20 adet tohum taslagi ekilmesi kaydiyla embriyolar kiiltiire alinmistir (Resim 3.7).
Her bir besi ortaminda toplam 300 adet embriyo kiiltiire alinmigtir. Her bir melezleme
kombinasyonu i¢in ise toplam 1.000 adet embriyo tizerinden kiiltiir galigsmasi ylriitilmistiir.

Aragtirmada Cizelge 3.1 ve 3.2°de igerikleri verien besi ortamlari kullanilmaistir.

Ekim isleminin ardindan 25 °C + 1 sicaklik ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik

fotoperyoda sahip iklimlendirme odasinda muhafaza edilmistir.

o

Resim 3.7 Zigotik embriyolari iceren tohum taslaklarinin kﬁrﬁ

3.2.6. Verilerin Toplanmasi ve Analizi

Kiiltiir tarihinden itibaren 2 ay boyunca petriler giin asir1 kontrol edilmis olusan kallus
sayilari, direk ¢imlenen bitki sayilar1 ve kalluslardan rejenere olan bitkicik sayilari

kaydedilerek 2 ayin sonunda denemeye son verilmistir.

Elde edilen veriler Microsoft Excell paket programi ile degerlendirilmistir.
Ortalamalar arasindaki farklarin 6nem derecesi i¢cin SPSS V26 (PASW Inc., Chicago. IL.
USA) istatistik paket programi kullanilarak varyans analizi yontemi uygulanmistir. En
kiiclik anlamli fark testinden elde edilen 6nemlilik dereceleri kullanilarak varyans analizi ile
poplilasyon ortalamalar1 arasindaki farkin anlamliligi test edilmistir. Duncan ¢oklu

karsilagtirma testi ile de hangi ortalamalarin farkli oldugu arastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Arastirmanin Ilk Sezonu

4.1.1. Melezleme Calismalari

Bu tez ¢alismasi kapsaminda 2019-2020 yetistirme sezonu boyunca kurulan denemede

gerceklestirilen melezleme caligmalara iligskin veriler asagida Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Arastirmaya konu popiilasyonlar arasinda arastirmanin ilk yilinda yapilan
melezleme calismalari

Kombinasyonlar Yapilan Melez Sayis1 Basarih Melez Sayisi Basar1 Oram (%)
Cameli x Denizli 18 11 61,1
Cameli x Ankara 23 16 69,6
Denizli x Ankara 17 11 64,7
Toplam 58 38 65,5

Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi arastirmanin ilk yilinda toplam 58
adet melezleme yapilmis olup, bunlardan 38 adet basarili melez elde edilmis ve basar1 orani
%65,5 olarak gergeklesmistir. Yapilan melezlerin kombinasyonlar diizeyinde dagilimini
inceledigimizde en fazla melez Cameli x Ankara kombinasyonu arasinda gerceklestirilmis
olup yapilan 23 adet melezin 16 adeti basariya ulasmistir ve basar1 oran1 %69,9 olarak
gerceklesmistir. Cameli x Denizli kombinasyonundan ise toplam 18 adet melezleme
yapilmis olup bu melezlerin 11 adeti basariya ulasmistir ve basart oram1 %61,1 olarak
gergeklesmistir. Yine Denizli x Ankara kombinasyonunda 17 adet melezleme yapilmis olup

bunlardan 11 adet basariya ulagsmistir ve basar1 oran1 %64,7 olarak gergeklesmistir.

4.1.2. Embrio Kiiltiirii Calismalar:

Elde edilen basarili melezlerin tohum taslakarimin kiiltiire alinmasi seklinde
gerceklestirilen embriyo kiiltlirii calismasina iligkin olarak besi ortamlarina gore kiiltiire

aliman embriyo miktarlar1 ve basar1 oranlarina iliskin veriler Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Arastirmanin ilk yilinda gergeklestirilen embriyo kiiltiirli ¢aligmasina iliskin

olarak besi ortamlarina gore kiiltiire alinan tohum taslaklarinin sayilar1 ve basari oranlari

Genotipler (Elde edilen kallus sayis1 (% Basari orani))

Besi Ortamlar: Cameli X Denizli Cameli X Ankara Denizli X Ankara
Kiiltiire Rejenere Kiiltiire Rejenere Kiiltiire Rejenere
Alinan Embriyo Alman Embriyo Alian Embriyo
Embriyo Sayisi Embriyo Sayisi Embriyo Sayisi

Sayisi Sayisi Sayisi

MS Yalin 100 0 100 0 100 0

0,5 mg.I'* BAP 60 0 100 0 64 0

1,0 mg.I"* BAP 0 0 80 0 0 0

2,0 mg.I'* BAP 0 0 0 0 0 0

0,5 mg.I" IAA 0 0 0 0 0 0

1,0 mg.I" IAA 0 0 0 0 0 0

2,0 mg.I* IAA 0 0 0 0 0 0

1,0 mg.I" BAP

+ 0 0 0 0 0 0

1,0 mg.I" IAA

1 mg.I" BAP +

2,0 mg.I" IAA 0 0 0 0 0 0

2,0 mg.I" BAP

+ 0 0 0 0 0 0

0,5 mg.I'" IAA

Genel Toplam 160 0 280 0 164 0

Cizelge 4.2’nin incelenmesinden de anlagilacagi gibi ¢alismanin ilk yilinda sadece

Yalin MS, 0,5 mg.l'l BAP ve 1,0 mg.l'1 BAP iceren ortamlarda embriyo kiiltiirii caligmalar

gergeklestirilmis ancak herhangi bir basari elde edilememistir.
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4.2. Arastirmanin ikinci Sezonu

4.2.1. Melezleme Cahismalari

Cizelge 4.3 Arastirmaya konu popiilasyonlar arasinda aragtirmanin 2. sezonunda yapilan
yapilan melezleme ¢alismalari

Kombinasyonlar Yapilan Melez Sayisi Basarili Melez Sayisi Basar1 Oram (%)
Cameli x Denizli 32 23 71,9
Cameli x Ankara 36 26 72,2
Denizli x Ankara 40 27 67,5
Toplam 108 76 70,4

Cizelge 4.3’lin incelenmesinden de anlasilacagi gibi arastirmanin ikinci déneminde
toplam 108 adet melezleme yapilmis olup, bunlardan 76 adet basarili melez elde edilmis ve
basar1 orant %70,4 olarak gergeklesmistir. Yapilan melezlerin kombinasyonlar diizeyinde
dagilimin1 inceledigimizde en fazla melez Denizli x Ankara kombinasyonu arasinda
gerceklestirilmis olup yapilan 40 adet melezin 27 adeti basariya ulasmistir ve basart orani
%67,5 olarak gergeklesmistir. Cameli x Ankara kombinasyonundan ise toplam 36 adet
melezleme yapilmis olup bu melezlerin 26 adeti basariya ulasmistir ve basar1 oran1 %72,2
olarak gerceklesmistir. Yine Cameli x Denizli kombinasyonunda 32 adet melezleme
yapilmis olup bunlardan 23 adet basariya ulasmistir ve basar1 oram1i %71,9 olarak

gergeklesmistir.

4.2.2. Embriyo Kiiltiirii Calismalar: (2. Sezon)

Calismanin 2. sezonunda arastirmaya konu her bir besi ortaminda her bir
kombinasyon i¢in zigotik embriyolar1 igceren tohum taslaklarindan 100 adet kiiltiire
alimmistir. Tohum taslaklar kiiltiire alindiktan sonra once kararak olgun tohum halini almis
ve kiiltiir tarthinden 26 giin sonra ilk rejenerasyonlar gézlemlenmeye baslanmistir (Resim

4.1).
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Resim 4.1 Zigotik tohum taslaklarimnin kiltiirlerinde regenerasyonlar
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4.2.2.1 Kallus Olusumuna iliskin Bulgular

Arasgtirmanin ikinci sezonunda kiiltiire alinan embriyolarda tespit edilen kallus

olusumu ve oranlarina iligkin veriler Cizelge 4.4’de verilmistir.

izelge 4.4 Kiiltire alinan embriyolardan elde edilen kallus sayilar: ve basari oranlart (%
Cizelg y y $ (%)

Besi Ortamlari

Genotipler

Ankara x Cameli

Ankara x Denizli

Denizli x Cameli

Genel Bagari

MS Yalin 0 0 0 0
0,5mg.1"! BAP 1 (1%) 2 (2%) 1 (1%) 4 (1,3%)
1,0 mg.1"* BAP 4 (4%) 2 (2%) 0 6 (2%)
2,0 mg.1"1 BAP 1 (1%) 0 3 (3%) 4 (1,3%)
0,5 mg.17* IAA 0 0 0 0
1,0 mg.17* IAA 2 (2,0%) 0 1 (1%) 3 (1%)
2,0mg.171 IAA 0 0 0 0

1,0 mg.17* BAP + 0 0 0
10 mg.1-! IAA 0 2 (2%) 1 (1%) 3 (1%)
0,1 mg.1"1 BAP + 0 o
2,0mg. 1 1 11AA 0 0 2(2%) 2 (0.7%)
2,0mg.1"* BAP + 0 0 0
05 mg. 11 1AA 0 3 (3%) 4 (4%) 7(2,3%)
Genel Basar1 8 (0,8%) 9 (0,9%) 12 (1,2%) 29 (1,0%)

Cizelge 4.4’in incelenmesinden de anlasilacagi lizere kallus olusumu agisindan

kiiltiire alinan embriyolarda en yiiksek basar1 oran1 (4%), 2,0 mg.1"* BAP + 0,5 mg.1™!

IAA bulunduran ortamda kiiltiire alinan Denizli x Cameli kombinasyonundan ve 1,0 mg.17?

BAP iceren ortamda kiiltiire alinan Ankara x Cameli kombinasyonundan elde edilmistir.

Arasgtirma sonuglar1 besi ortamlart diizeyinde degerlendirildiginde kallus olusumuna

dair en yiiksek genel basart (2,3%) 2,0 mg.1"* BAP + 0,5 mg.1"! IAA igeren ortamda

saglanmistir. Yalin besi ortaminda, 0,5 mg.17! TAA igeren ortamda ve 2,0 mg.1"1 IAA

iceren ortamlarda kiiltiire alinan tohumlarda hig¢ kallus olusumu gézlenememistir.

Arastirma sonuglar1 genotipler diizeyinde incelendiginde ise kallus olusumuna dair en

yiiksek genel basari (1,2%) Denizli x Cameli kombinasyonunda saglanmistir. Bunun
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yaninda Ankara x Cameli (0,8%) ve Ankara x Denizli (0,9%) kombinasyonu da kallus

olusumunda benzer bagar1 oranlarina sahiptir (Resim 4.2).

Resim 4.2 Kiiltiire alinan tohum taslaklarinda kallus olusumlarina iligkin resimler

Kallus olusumuna yonelik hipotezler asagidaki gibi kurabilir;
Hy: Besi ortamlarinin kallus olusumuna iliskin basar1 ortalamalar1 birbirine esittir.
Hy: Genotiplere gore kallus olusumuna iligkin basar1 ortalamalar1 birbirine esittir.

Hy: Besi ortami ve genotip etkilesimlerinin kallus olusumuna iligkin basari

ortalamalar birbirine esittir.

Kallus olusumu ile alakali varyans analiz tablosu Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5 Kallus olusumuna iliskin varyans analizi tablosu

Varyans Kaynag Serbestlik Kareler Toplamn Kareler Ortalamasi F P-degeri
Derecesi

Besi Ortami 9 3,307 0.367 1.361 0.214
Genotip 2 0,333 0.167 0.617 0.541
Etkilesim 18 7,133 0.396 1.468 0.114
Hata 120 32,400 0.270
Toplam 149 43,173

*: p< 0,01

Cizelge 4.5°de belirtilen varyans analizinde kallus olusumuna yonelik hipotezler test
edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen p-degerleri 0,01’den kiigiik olmadig: i¢in higbir
hipotez reddedilememistir. Besi ortamlarinin basar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark
tespit edilememistir (p=0,214). Genotiplere gore basar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir
fark tespit edilememistir (p=0,541). Aym sekilde besi ortami ve genotip etkilesimine gore

de basar1 ortalamalar1 arasinda da anlamli bir fark tespit edilememistir (p=0,114).
4.2.2.2 Kalluslardan Elde Edilen Bitkicik Sayilarina iliskin Bulgular

In vitro Kiiltiirde olusan kalluslardan elde edilen toplam bitkicik sayilar1 ve kallus

basina diisen ortalama bitkicik sayilarma iliskin verielr Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Kiiltiirde olusan kalluslardan elde edilen toplam bitkicik sayilar1 ve kallus
basina diigen ortalama bitkicik sayilart

Genotipler
Ankara x Ankara x Denizli x Ortalama Bitkicik Sayis1
Besi Ortamlar: Cameli Denizli Cameli (Adet)
MS Yalin 0 0 0 0
0,5 mg.1"1 BAP 0 7 (%3,5) 2 (%2) 9 (%2,2)
1,0 mg.1"1 BAP 0 0 0 0
2,0 mg.1"1 BAP 0
0,5mg. 1 1 IAA 0 0 0 0
1,0 mg. 171 IAA 23 (%11,5) 0 0 23 (%7,7)
2,0mg. 1"t IAA 0 0 0 0
1,0 mg.1"1 BAP +
1,0 mg. 171 IAA 0 0 0 0
0,1 mg.1"! BAP +
2,0mg. 1"t 11AA 0 0 0 0
2,0 mg.1"1 BAP +
’ 0 0 0 0
0,5mg. 1"t IAA
Genel Bagsari 23 (%2,9) 7 (%0,8) 2 (%0,2) 32 (%1,1)
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Cizelge 4.6’nin incelenmsinden de anlasilacag: iizere elde edilen kalluslardan en
yiiksek sayida bitkicik 23 adet ile 1,0 mg.1"! IAA iceren ortamda Ankara x Cameli
kombinasyonundan elde edilmistir. Bu besi ortam1 ve kombinasyondan elde edilen 2 adet
kalllusun her ikisi de bitkicik olusturmustur (Resim 4.2). Genel basar1 ortalamalari
agisindan da yine en yiiksek basari oran1 1,0 mg.1"! IAA ortamindan (ortalama 7,67 adet)
ve Ankara x Cameli kombinasyonundan elde edilmistir (ortalama 2,88 adet). Arastirmaya
konu besi ortamlari igerisinde kallustan bitki olusumu saglanan bir diger besi ortami 0,5
mg.1™! BAP iceren ortam olmustur. Bu ortamda Ankara x Denizli kombinasyonu 7 adet,
Denizli x Cameli kombinasyonu ise 2 adet bitkicik olugsmustur ve bu ortamda kallus basina
diisen genel ortalama bitkicik sayis1 2,25 olarak tespit edilmistir. Bu iki ortam disinda kallus
olusumu tespit edilen diger ortamlarda ise bitkicik olusumu saglanamamistir. Arastirma
stiresince elde edilen toplam 29 adet kallusdan ise toplam 32 adet bitkicik elde edilmis olup

kallus basina ortalama bitkicik olusum orani 1,10 adet olarak gerceklesmistir (Resim 4.3).
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Resim 4.3 Arastirmada elde edilen kalluslardan bitkicik olusumu

4.2.2.3 Direkt Cimlenmeye Iliskin Bulgular

Arastirmanin ikinci sezonunda kiiltiire alinan embriyolarda tespit edilen direk

cimlenme ve basar1 oranlarina iligskin veriler Cizelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.7 Kiiltlire alinan embriyolardan elde edilen ¢cimlenme sayilar1 ve basar1 oranlari

(%)
Genotipler
Besi Ortamlari Ankara x Cameli | AnkaraxDenizli | Denizli x Cameli | Genel Basari
MS Yalin 2 (2%) 1(1%) 2 (2%) 5 (1,7%)
0,5mg.1"1 BAP 0 0 0 0
1,0 mg.1"1 BAP 0 0 0
2,0 mg.1"! BAP 1(1%) 0 0 1 (0,3%)
0,5mg.1"T IAA 1 (1%) 0 2 (2%) 3 (1%)
1,0 mg. 171 1AA 1 (1%) 0 0 1 (0,3%)
2,0mg. 171 IAA 0 0 0 0
1,0 mg.1"1 BAP +
1,0 mg. 17t IAA 2 0 0 0
0,1 mg.1"! BAP +
20mg. 1"t 1 1AA 0 0 0 0
2,0mg.1"! BAP +
0 0
0.5 mg 1! IAA 0 0 2 (2%) 2 (0,7%)
Genel Basari 5 (0,5%) 1(0,1%) 6 (0,6%) 12 (0,4%)

Cizelge 4.7’nin incelenmesinden de anlasilacagigibi direk ¢imlenme durumu

bakimindan kiiltiire alinan embriyolarda en yiiksek basar1 orani yalin ortamda kiiltiire alinan

Ankara x Cameli kombinasyonundan (2%) ve yalin ortamda, 0,5 mg.1"! TAA igeren

ortamda ve 2,0 mg.1=! BAP + 0,5 mg.1™! IAA bulunduran ortamda kiiltiire alinan Denizli x

Cameli kombinasyonundan elde edilmistir (Resim 4.4).

"ﬂr

Resim 4.4 Kiiltiire alinan tohum taslaklarinda direk girﬁlenme
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Aragtirma sonuglar1 besi ortamlar1 diizeyinde degerlendirildiginde ¢imlenme durumu
bakimindan en yiiksek basar1 orani (1,7%) yalin besi ortaminda saglanmistir. Buna karsilik
arastirmada kullamlan 0,5 mg.1"! BAP, 1,0 mg.17* BAP, 2,0 mg.1"! IAA, 1,0 mg.1"! BAP
+ 1,0 mg.1"! IAA ve 0,1 mg.1"! BAP + 2,0 mg.17! 1 IAA igeren besi ortamlarinda hig

cimlenme gozlenmemistir.

Arastirma sonuglar1 genotipler diizeyinde incelendiginde ise ¢imlenme durumuna dair
en yliksek genel basar1 (0,6%) Denizli x Cameli kombinasyonunda saglanmistir. Bunun
yaninda Ankara x Cameli kombinasyonu da ¢imlenme bakimindan benzer basari oranina

(0,5%) sahiptir.
Cimlenme durumuna yo6nelik hipotezler asagidaki gibi kurabilir;
H,: Besi ortamlarinin ¢imlenme durumuna iligskin basari ortalamalari birbirine esittir.
H,: Genotiplere gore ¢imlenme durumuna iligkin basari ortalamalari birbirine esittir.

Hy: Besi ortami ve genotip etkilesimlerinin ¢imlenme durumuna iliskin basari

ortalamalari birbirine esittir.

Arastirmaya konu besi ortamlarinda direk ¢imlenme gergeklestiren tohum

taslaklariin varyans analiz tablosu Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Cimlenme durumuna iligkin varyans analizi tablosu

Varyans Kaynagi  Serbestlik Kareler Toplami Kareler Ortalamasi F P-degeri
Derecesi

Besi Ortami 9 2,960 0,329 2,902* 0,004
Genotip 2 0,493 0,247 2,176 0,118
Etkilesim 18 1,640 0,091 0,804 0,692
Hata 120 13,600 0,113
Toplam 149 18,693

*: p<0.01

Cizelge 4.8’de belirtilen varyans analizinde ¢imlenme durumuna hipotezler test
edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen p-degerleri 0.01’den kii¢iik olan hipotezler
reddedilmistir. Buna gore besi ortamlarina gore basari ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark

oldugu sonucuna varilmistir. Genotipler gore basar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark
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tespit edilememistir (p=0.118). Ayn1 sekilde besi ortami ve genotip etkilesimine gore de

basar1 ortalamalar1 arasinda da anlamli bir fark tespit edilememistir (p=0,692).

Cizelge 4.9 Besi ortamlarina gore ¢imlenme basari orant

) 1,0 20 | 20 | 05 | 1,0 | 20 [10mgl™t| 0lmgl! | 2,0mgl?
Besi MS mg.1"! |mg.17t{mg.l-1 |mg.17}|mg.1"%|mg.I-1| BAP+1,0 | BAP+2,0 | BAP+0,5
Ortamlan Yalin BAP | BAP | BAP | IAA | IAA | IAA |mg. "1 IAA|mg. 1" 1 IAA| mg.17! IAA
Cimlenme 1,7%a 0,0% b {0,0% b|0,3% b{1,0% b|0,3% b[0,0% b| 0,0% b 0,0% b 0,7%b

a-b: ayni harfe sahip besi ortamlari arasinda fark yoktur (Duncan karsilastirma metodu)

Cizelge 4.9’un incelenmesinden de anlasilacagi gibi Duncan ¢oklu karsilastirma

testine goOre istatistiki anlamda yalin besi ortami direk ¢imlenme agisindan en iyi

performans1 gosterirken diger besi ortamlari arasinda istatistiksel anlamda bir fark

bulunamamustir.

4.3. Besi Ortamina gore Kallus Olusumu ve Cimlenme

Aragtirmaya konu her bir besi ortami igin kallus olusumu ve ¢imlenme oranlari

grafiksel olarak Sekil 4.1°de verilmistir.

2,5%

2,0%

1,5%

1,0%

0,5%

0,0%

MS Yalin

M Kallus

B Cimlenme

0,0%
1,7%

1,3%
0,0%

BAP

2,0%
0,0%

BAP

1,3%
0,3%

IAA

0,0%
1,0%

IAA

1,0%
0,3%

0,5mg.l-1/1,0mgl1 2,0mgl-1 0,5mgl-1 1,0mgl-1|2,0mg.l-1
BAP

0,0%
0,0%

IAA

1,0mg.l-1 /0,1 mgl-1 2,0mg.l-1
BAP+1,0 BAP+2,0 BAP+0,5

mg.l-11AA mg.l-1 IAA mg.|-1 IAA

1,0%
0,0%

0,7%
0,0%

Sekil 4.1 Besi ortamina gore kallus olusumu ve ¢imlenme

2,3%
0,7%

Sekil 4.1°’de de goriildiigi gibi kallus olusumuna dair en yiliksek genel basari (2,3%)

2,0 mg.171 BAP + 0,5 mg.17! IAA bulunduran ortamda saglanmistir. Yalin besi ortaminda,

0,5 mg.1"! IAA bulunduran ortamda ve 2,0 mg.17! IAA bulunduran ortamlarda kiiltiire
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alinan tohumlarda hi¢ kallus olusumu goézlenememistir. Varyans analizi sonuglarina gore
besi ortam1 bakimindan kallus olusumu basar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark tespit

edilmemistir.

Cimlenme durumu bakimindan en yiiksek basari orani (1,7%) yalin besi ortaminda
saglanmistir. Varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina gore yalin besi
ortaminin ¢imlenmeye anlamli ve pozitif bir etkisinin oldugu sonucuna varilmistir. Buna
karsilik deneylerde 0,5 mg.17! BAP, 1,0 mg.1"! BAP, 2,0 mg.1"! IAA, 1,0 mg.1"! BAP +
1,0 mg.1" 1AA ve 0,1 mg.1"! BAP + 2,0 mg.1"! 1 IAA igeren besi ortamlarinda hig
¢imlenme gbzlenmemistir. Diger taraftan Rezaei vd. (2018), Uysal (2021) ve Uysal ve
Sevindik (2021) ¢aligmalarinda BAP ve/veya IAA igeren ortamlarda daha yiiksek basari

oranlari elde etmisglerdir.
4.4. Melezleme Kombinasyonlarina gore Kallus Olusumu ve Cimlenme

Arastirmaya konu besi ortamlarinda kiiltiire alman tohum taslaklarinin melezleme

kombinasyonlarina gore kallus olusum ve ¢imlenme oranlar1 Sekil 4.2°de verilmistir.

1,40%
1,20%

1,00%

0,80%
0,60%
0,40%
0,20%
0,00% .

Ankara x Cameli AnkaraxDenizli Denizli x Cameli
o Kallus 0,80% 0,90% 1,20%
B Cimlenme 0,50% 0,10% 0,60%

Sekil 4.2 Melezleme kombinasyonlarina gore kallus olusumu ve ¢gimlenme

Sekil 4.2°nin incelenmesinden de anlailacagigibi kallus olusumu ve ¢imlenmeye dair
en ylksek genel basari Denizli x Cameli kombinasyonunda saglanmistir. Benzer sekilde
Uysal ve Sevindik (2021) ¢alismalarinda da Denizli x Cameli kombinasyonundan yiiksek
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bir kallus olusum orani elde edilmistir. Kallus olusumu bakimindan Ankara x Cameli
(0,8%) ve Ankara x Denizli (0,9%) kombinasyonu benzer basari oranlarina sahiptir. Ankara
x Cameli kombinasyonu da ¢imlenme bakimindan %0,5 basar1 oranina sahiptir. Ankara x
Denizli popiilasyonunda ise ¢ok diisiik bir ¢cimlenme basari1 orami elde edilmistir (%0,1).
Varyans analizi sonuglarina gore genotip bakimindan hem kallus olusumu ve hem de

cimlenme basar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Embriyo kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorler; genotip, embriyolarin yasi, besi
orataminin bilesimi, verici bitkilerin yetisme kosullari, kiiltiirlerin gelistigi ortamdaki 151k,
sicaklik, nem gibi faktorlerdir (Hatipoglu, 2015). Bu g¢alisma da tim melezleme
kombinasyonlar1 i¢in genotip ve besi ortaminin bilesimi digindaki biitiin faktorler esit olarak
uygulanmustir. Besi ortamlarina ise farkli konsantrasyolarda BAP (sitokinin) ve 1AA (oksin)
hormonlar1 ilave edilmistir. In vitro rejenerasyonda siirgiin gelisimi icin sitokinin
hormonlari, kok gelisimini tesvik etmek icin ise oksin hormonlari kullanilmaktadir.
Kullanilan oksin ve sitokinin konsantrasyonlar1 yiiksek oldugunda kallus rejenerasyonu
gergeklesmektedir. Bu iki hormonun besi yerinde esit miktarda ve dengeli seviyede
bulunmasi da yine in vitro kiiltiirde kallus olusumunu desteklemektedir (Hatipoglu, 2015).
Yapilan bu calismada hormon igermeyen MS besi ortaminda en yiiksek oranda direk
rejenerasyon tespit edilmesi ve hi¢ kallus olusumuna rastlanmamasi 6zellikle BAP veya
BAP+IAA ihtiva eden besi ortamlarinda kallus olusumunun ger¢eklesmis olmasi besi
ortamina ilave edilen oksin ve sitokinin hormonlarinin in vitro kiiltiirde kallus olusumunu

tesvik ettigini géstermektedir.
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5. SONUC

Son donemlerde yasadigimiz pandemi siireciyle birlikte yasamlarimizda meydana
gelen degisimlerden biri de dogal yontemlerle tedavi ve temiz gidaya yonelik olmustur.
Corek otu bitkisi de hem uzun bir tarihi gegmise sahip sifa bitkisi olarak hem de gida,
kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanilmasiyla tiikettigimiz popiiler bitkiler arasinda yer

almaktadir.

Bu caligmada, ¢orek otu embriyolarint farkli besin ortami konsantrasyonlarinda
kiiltiire alarak, ticari ve tibbi 6neme sahip ¢6rek otu bitkisinin 1slah siiresini kisaltmak ve
tohum c¢imlenmesini saglayip, ticaret ve saglik alanina katki saglamak, ilgili yetistirme

optimizasyonlarini gelistirmek amaglanmistir.

Yaptigimiz calisma sonucunda, farkli besin konsantrasyonlarina kiiltiire alinan
melezleme yaptigimiz popiilasyonlarin (Ankara x Cameli, Ankara x Denizli, Denizli x
Cameli), ¢imlenme ve kallus olusum durumlart rapor edilmistir. ilgili ¢alismada embriyo
kiiltiir yontemiyle ¢orek otu kiiltlirtinde kallus olusumu basar1 oranlarini inceledigimizde;
her bir melezleme kombinasyonu igin besi ortami ve genotip etkilesimine gore basari
ortalamalari arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir. Cimlenme incelendiginde; her bir
cesit icin yalin (MS 0) besi ortaminda ¢imlenmede basar1 saglanirken, genotipin ¢imlenme
iizerine anlamli bir etkisi tespit edilememistir. Melezlenen Corek otu c¢esitleri
incelendiginde; kallus olusumu ve ¢imlenmeye dair en yiiksek genel basar1 Denizli x Cameli

kombinasyonunda saglanmistir.

Bu calismada melezleme kombinasyonlar1 diizeyinde kallus olusumu ve ¢imlenme
tizerine anlaml bir etki tespit edilememistir ama daha kapsamli deneyler sayesinde farkli

sonuglara ulasilabilir.

Gergeklestirdigimiz c¢alisma siirecinde kullandigimiz besi ortami konsantrasyonlari,
melezlemesi yapilan gesitlere ait veriler, benzer calismalar1 yapacak kisilere ¢aligmalarinda
kullanacaklar1 ¢esit ve ortam konsantrasyonlar1 bakimindan fikir sahibi olmalarina katki

saglayacaktir.
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Merve Aydin MORTAS
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