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OZET

Corchorus olitozius L. 'UN IN VITRO CIMLENMESI VE KALLUS INDUKSIYONU

Oner, i. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal
Biyoteknoloji Programu, Yiiksek Lisans Tezi, Damisman: Dog. Dr. Yelda Emek, Aydin,
2024,

Corchorus olitorius L. diinyanin birgok yerinde lif bitkisi olarak kullanilmasi
sebebiyle yiiksek ekonomik dneme sahip bir tiirdiir. Tiir ayn1 zamanda sebze ve ¢esni olarak

kullanilmakta ve igerdigi etken maddeler nedeniyle tibbi 6zellikler tasimaktadir.

Bu tez kapsaminda ilk olarak tiirtin tohumlarimin in vitro ¢imlenmesi {izerine besin
ortamlarmin, ortamlarin fiziksel halinin, 15181 ve gibberellik asitin etkisi arastirilmistir. Ikinci
olarak ise kallus indiiksiyonu {izerine farkli tip ve konsantrasyonda bitki biiylime

diizenleyicilerinin etkisi ile uygun eksplant tipi arastirilmistir.

Tohumlara uygulanan tetrazolium testi ile tohumlarin canlilik orani %80 olarak
belirlenmistir. In vitro ¢imlenme iizerine besin ortamlarmin tipinin ve fiziksel durumunun
etkisini belirlemek i¢in DS, Agar, MS (Murashige ve Skoog (1962)) (sivi) ve MS (kati)
ortamlart kullanilmigtir. En yiiksek in vitro ¢imlenme degeri DS ortaminda %68,86 olarak

belirlenmistir.

In vitro ¢imlenme ile elde edilmis bitkiciklerin gelisimleri i¢in 8 g/l agar ile
katilagtirllmis MS ortamina kiiltiire edilmistir. Kotiledonlar kiiltiir baglangicindan bir hafta
sonra yapraklar ise kiiltiir baglangicindan 4-6 hafta sonra izole edilmis ve kallus indiiksiyonu
icin eksplant olarak kullanilmiglardir. Her iki eksplant tipinde de kallus olusumu tesvik
edilmigtir. Elde edilen kallus oranlar1 birbirinden farklidir. Kotiledon eksplantlarindan %100
kallus degeri, 10 mg/l NAA, 5 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ilaveli besi ortamlarinda hem karanlik
hem de fotoperiyot kosullarinda elde edilmistir. Ayrica, 1 mg/l 2,4-D ilaveli ortamda da en
yiiksek kallus degeri karanlik kosullarda gozlemlenmistir. Yaprak eksplantlarinda %100
kallus tesviki saglanmis; oOzellikle tek basina 10 mg/l NAA, 5 mg/l NAA ve 1 mg/l BA
kombinasyonunda elde edilmistir. Yaprak eksplantlari, kotiledon eksplantlarina gore daha
yiiksek oranda kallus tesviki ile tepki vermistir ve her iki eksplant tipinde etkili oksin NAA

olarak belirlenmistir.

XiX



Hem ¢imlenme hem de kallus indiiksiyonu ¢alismalarinda elde edilen yiiksek oranlar
ve literatiirde ilk kez yaprak eksplantlar1 kullanilarak basarili bir kallus indiiksiyonu
saglanmasi, bu calismanin yalnizca tiir iizerinde yapilacak genetik iyilestirme c¢aligmalarina
degil, aynm1 zamanda yapraklarinda bulunan tibbi bilesiklerin eldesine yonelik in vitro

calismalar i¢in de Oncii bir yaklasim sundugunu vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Crochorus olitorius L., Cimlenme, Eksplant, In vitro, Kotiledon,

Yaprak, Kallus
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ABSTRACT

IN VITRO GERMINATION AND CALLUS INDUCTION OF Corchorus olitorius L.

Oner, |. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Agriculturel Biotechnology Programme, Master Thesis, Supervisor: Assoc.
Prof. Dr. Yelda Emek Aydin, 2024.

Corchorus olitorius L. is a species of high economic importance due to its use as a
fiber plant in many parts of the world. The species is also used as a vegetable and condiment

and has medicinal properties due to the active ingredients it contains.

Within the scope of this thesis, firstly, the effects of nutrient media, physical state of
the media, light and gibberellic acid on the in vitro germination of the seeds of the species
were investigated. Secondly, the effect of different types and concentrations of plant growth

regulators on callus induction and the appropriate explant type were investigated.

With the tetrazolium test applied to the seeds, the viability rate of the seeds was
determined as 80%. DS, Agar, MS (Murashige and Skoog (1962)) (liquid) and MS (solid)
media were used to determine the effect of the type and physical of the nutrient media on in
vitro germination. The highest in vitro germination value was determined as 68.86% in DS

medium.

The plantlets obtained through in vitro germination were cultured on MS medium
solidified with 8 g/l agar. Cotyledons were isolated one week after the initiation of culture,
while leaves were isolated 4-6 weeks after the initiation of culture and used as explants for
callus induction. Callus formation was stimulated in both types of explants, and the obtained
callus rates were different from one another. A callus value of 100% was achieved from
cotyledon explants in culture media supplemented with 10 mg/l NAA, 5 mg/l NAA and 1
mg/l BA under both dark and photoperiod conditions. Additionally, the highest callus value
was observed at dark conditions with 1 mg/l 2,4-D. In leaf explants, 100% callus induction
was also achieved using combinations of auxins and cytokinins, particularly with 10 mg/I
NAA, 5 mg/l NAA and 1 mg/l BA. Leaf explants showed higher callus rates compared to
cotyledon explants, and in both explant types, the effective auxin was identified as NAA.

The high rates achieved in both germination and callus induction studies, along with

the first successful callus induction using leaf explants reported in the literature, highlight this

XXi



study’s potential not only for genetic improvement efforts with the species but also as a

pioneering approach for in vitro studies targeting the extraction of medicinal compounds
present in its leaves.

Key Words: Crochorus olitorius L., Germination, Explant, In vitro, Cotyledon, Leaf, Callus
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1. GIRIS

Malvaceae familyasinda yer alan Corchorus L. cinsi 6zellikle tohumlarinda kardiyak
glikozitler i¢eren ana cinslerden biridir (Evans, 2009). Cins, dnceleri Tiliaceae familyasinda
simiflandirilirken giiniimiizde Malvaceae familyasinda degerlendirilmektedir. Cins, diinya
genelinde tropikal, subtropikal ve iliman sicak bolgelerde dagilan yaklasik elli-altmis tiir
igerir (Subbalakshmi vd., 1992; Stearn, 1995; Merlier, 1972; Merlier ve Montegut 1982;
Morakinyo 1997).

Corchorus cinsine ait bitkilerden elde edilen elyaf “jiit” olarak adlandirilmaktadir
(Rowell ve Stout 1998). Jiit, gesitli degerli iirlinler iireten ve ¢evre dostu dogal bir lif tiirtidiir.
Jiut “alun lif” olarak da bilinir, Corchorus L. cinsinden elde edilen, biyolojik olarak
pargalanabilir, toksik olmayan lignoseliiloz lifinin ana kaynaklarindan biridir. Tiirlerin genis
bir yelpazeye sahip olmasina ragmen (170 tiir) (Majumder vd., 2018), C. capsularis ve C.
olitorius (2n=14), tropikal, subtropikal veya daha sicak 1liman boélgelerde genis bir dagilima
sahip olup diinyada en ¢ok yetistirilen tiirler olarak kabul edilmektedir (Biswas vd., 2022;
Zhang, 2021)

Jit, kenaf (Hibiscus cannabinus L.), endiistriyel kenevir (Cannabis sativa L.), rami
(Boehmeria nivea L.) ve muz (Musa acuminata Colla) lifleri ile en iyi lif kategorisine
girmektedir (Siddiqur, 2010).

Corchorus cinsi bir ¢ok tiir barindirmasina karsin, ticari olarak lifi i¢in degerlendirilen
tirler C. olitorius ve C. capsularis dir (Anonim, 2017). Ancak C. olitorius jiitii daha

degerlidir.

Giinlimiizde, insan ve ¢evre sagligi agisindan sentetik iiriinler yerine, dogal liflerin
ambalaj sanayinde kullanilmas1 giindemdedir. Jiit lifi %100 biyolojik olarak parcalanabilir ve
geri doniistiiriilebilir, dolayisiyla ¢evre dostudur. Jiit, Tiirkiye’de basta tekstil sektdrii olmak
tizere ¢esitli sektorlerde kullanim alanmna sahiptir (Mutlu, 2012). Uluslararas1 pazarda
islenmis jiit mallarma olan toplam talep 75x10* tondur (Uddin vd., 2014). Tiirkiye de jiit genis
kullanim alanina sahiptir ve 2022 yilinda yillik 124.186 ton jiit ithal etmistir. Bu ithalatin
blyiik bir kismi (%99,93) Banglades'ten gerceklestirilmis olup, Banglades'ten gelen jiit
miktar1 124.101 tondur. Diger kiiciik miktarlarda ithalat Hindistan, Cin, Pakistan ve Italya
gibi iilkelerden yapilmigtir (The Observatory of Economic Complexity (OEC), Ekonomik

Karmasiklik Gézlemevi). ithal edilen jiit liflerinin biiyiik ¢ogunlugu “hali ipi” ve “cuval” ve


https://oec.world/en/profile/bilateral-product/jute-yarn/reporter/tur

tekstil sektoriinde kullanima sahiptir (Mutlu, 2012) (Resim 1.1). Jiit, Dogu Hindistan,
Banglades, Nepal ve bazi Giineydogu Asya iilkelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Jiit,

iretim ve kullanim cesitliligi agisindan pamuktan sonra ikinci sirada yer almaktadir (Islam

vd., 2013).

Jit tretimi kullanimi disinda Akdeniz Havzasi’nda yer alan iilkeler ile Ortadogu
ilkelerinde C. olitorius’un farkli kisimlari g¢esitli amaglarla kullanilmaktadir; 6rnegin
tohumlar1 yemeklere ¢esni katmak, taze yapraklar1 sebze olarak, kuru yapraklari ise bitki ¢ay1
yapiminda kullanilmaktadir (Tuncer ve Ummuhan, 2017). Ayrica tiiriin yapraklarinin
kullanildig1 ve “Molehiya” olarak adlandirilan yemek Kibris ve Arap kiiltiiriinde geleneksel
bir yemek olarak yerini almistir (Resim 1.2 ). Yaz aylarinda kiiltiirii yapilan bitkiler hasat
edilmekte ve bitkilerin yapraklari tek tek koparilarak ya taze olarak ya da golgede kurutularak
yil boyunca kullanilmaktadir (Resim 1.3, 1.4 ve 1.5). Kurutulmus yaprak formu marketlerde
de yerini almis durumdadir (Resim 1.6). Kurutulmus molehiya yapraklari, suyla
yumusatildiktan sonra et, tavuk veya sebzelerle birlikte pisirilir. Limon suyu ve sarimsak

eklenerek tatlandirilir.



Lo 2]

Resim 1.1. Jiitten ypllan kilim drnekleri

Resim 1.5. Yatak iizerinde gélgede Resim 1.6. Kurutulmus ve pazara sunulan molehiya
kurutulmaya birakilan bitki yapraklari yapraklari

Bununla birlikte, tiir besin degeri agisindan da olduk¢a zengindir. Tiiriin yapraklar1 A ve
C vitamini, lif, kalsiyum demir ve diger mikroelement bakimindan zengin bir kaynaktir. C.
olitorius bol miktarda karotenoid, B1, B2, C ve E vitamini ve mineraller igerdigi igin
Japonya'da "saglikli sebze" olarak adlandirilmakta ve yiiksek oranda tliketilmektedir
(Matsufuji vd., 2001). Bitki, yapraklarinin viskozitesi nedeniyle tropik bdlgelerde genis



ol¢iide yetistirilir. Yapraklar kalin viskoz bir ¢orba haline getirilir yahni veya ¢orbaya eklenir.
Bu viskoz vitamin ile minerallerin zengin kaynaklaridir. Besin degeri agisindan, C. olitorius
ortalama olarak 100 g basina 85-87 g su, 5,6 g protein, 0,7 g yag, 5 g karbonhidrat, 1,5 g lif,
250-266 mg kalsiyum, 4,8 mg demir, 1,5 mg A vitamini, 0,1 mg tiamin, 0,3 mg riboflavin, 1,5
mg nikotinamid ve 53-100 mg askorbik asit igerir (Matsufuji vd., 2001; Mazen, 2004,
Opabode ve Adebooye, 2005; Ndlovu ve Afolavan, 2008; Ibrahim ve Fagbohun 2011; Nemba
vd., 2011).

Tir, lif kaynag1 ve besin olarak kullanilmasinin yani sira tibbi 6neme de sahiptir (Tulio
vd., 2002). Yatistiric, ditiretik ve laksatif etkiye sahip oldugu, ayrica kas ve eklem agrilarina,
enterit, dizanteri ve yiiksek atese iyi gelmektedir (Duke, 1983). Geleneksel tamamlayic tipta,
tiriin tohumlar1, laksatif olarak, yapraklart karin agrilarimi hafifletmek i¢in, kokleri dis
agrilarmi tedavi etmek icin ve saplart kardiyovaskiiler bozukluklar1 tedavi etmek igin
kullanilir (Merlier, 1972; Deton, 1997; Nemba vd., 2011; DAFF, 2012). Buna ilaveten C.
olitorius 'un 6zellikle igeriginde bulunan polifenollerin etkisine bagl olarak potansiyel anti-
obezite, anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser etki gosterdigi saptanmistir (Adegoke ve
Adebayo-Tayo 2009, Pal vd., 2006, Wang vd., 2011; Owoyele vd., 2015; Handoussa vd.,
2013; Fukuda vd., 2016, Li vd., 2012, Salawu vd., 2011). Tiirlin tohumlar1 genis spektumlu
antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Pal vd., 2006). Bununla birlikte, tiirin tohumlari
erysimoside, olitoriside, corchoroside A ve coroliside kardiyak glikozitlerini igerdigi
belirtilmektedir (Nakamura vd., 1998).

Tiirtin yapraklarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligmada,
tirtin Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus enfeksiyonlarina karsi kullanilabilecegini
belirtilmistir (Ozdenefe vd., 2018). ilhan vd. (2007) yaptiklar1 bir calismada ise tiiriin
yapraklarinin antifungal ve antibakteriyel ozellik gosterdigini belirlemislerdir. Hasan ve
Kadhim 2018 yilinda yayimladigi bir ¢alismada C. olitorius yapraklarinin igerdigi fenolik ve
flavonidlerden kaynaklanan 6zellikle de kizamik viriisiine kars1 antiviral 6zellik gosterdigini
belirtmislerdir. C. olitorius alternatif tipta kizamik viriisiine karsi tedavi edici olarak
kullanilan bitkisel {riinlerden biridir (Sonibare vd., 2009). Soykut (2018)'un yaptig1 bir
caligmada, C. olitorius 'un igerdigi polifenollerden dolay1 potansiyel anti-kanser etkilerinin
oldugunu ve kolon kanseri tedavisinde kemoterapiye karsit olarak kullanilabilecek potansiyel
kemoterapétik ajan olabilecegini gostermistir. Azuma vd. yaptigi c¢alismada (1999) C.
olitorius L.’in en fazla bulunan fenolik bilesiginin 5-kafeoil-kinik asit oldugunu bildirilmistir.

Ayn1 zamanda bu bilesiklerin anti-kanser niteliginde oldugu da belirtilmistir.



Ulkemizde tiiriin iiretimi ile ilgili olarak ilk calisma 1938 yilinda Antalya Tarimsal
Arastirma Enstitiisic Midirliigii'nde yapilmistir. Elde edilen iiriinlerin ¢uval iiretiminde
kullanilmas: amaglanmistir, ancak istenilen hedefe ulasilamamistir (Bilgili vd., 2018). Jiit
bitkisi, sicak iklimleri seven bir bitki olup genellikle tropikal ve astropikal iklimlerde
yetistirilir. Bu nedenle, en oOnemli jiit ireticileri Cin, Hindistan, Filipinler, Japonya,
Karayipler, Malezya, Misir, Sudan, Tayland ve Banglades gibi iilkelerdir. Diinya jiit
{iretiminin yaklasik %95'i bu iilkelerden saglanmaktadir (Ilhan vd., 2007; Datta vd., 2016).
Tirkiye'de ise Antalya, Adana, Hatay ve Giineydogu Anadolu Bolgesi jlit yetistiriciligi icin
uygun bolgeler olarak belirtilmektedir (Cagirgan vd., 2014, Bilgili vd., 2018; Kitis ve Kaya,
2018).

Dormansi, bitkide tomurcuk, yumru, rizom, tohum gibi yapilarda biiyiime, gelisme ve
metabolik faaliyetlerin gecici olarak durduruldugu donemdir. Dormansi, olumsuz ¢evre

Ozellikle de mevsim kosullarina kars1 bir direng seklidir (Akman ve Darici, 1998).

Tiirlin  tohumlarinin ¢imlenmesi ile ilgili birgok problemin bulundugu pek ¢ok
arastirmact tarafindan belirtilmis ve tohum dormansisini gidermekle ilgili olarak bircok
caligma gergeklestirilmistir (Velempini vd., 2003; Helaly vd., 2008; Maina vd., 2011; Ibrahim
vd., 2013; Tuncer ve Ummuhan, 2017; Kitis ve Kaya, 2018). Afrika giineyinde yer alan
Botsvana da c¢iftgiler bu bitkiyi yetistirmeyi tesvik etme girisimlerinde bulunmuslar ancak

tohumlarin diisiik oranda ¢imlenmesi nedeniyle sonu¢ alamamiglardir (Velempini vd., 2003).

Sert ve ge¢irimsiz tohum kabugundan kaynaklanan dormansiyi ortadan kaldirmak
amaciyla Corchorus olitorius L. tohumlarma siilfiirik asit uygulamasi sonucunda yiiksek
oranda ¢imlenme saglandigi bildirilmektedir (Velempini vd., 2003; Emongor vd., 2004).
Bunun aksine, tohum kabugunun igneyle delinmesi ile yapilan mekanik agindirma uygulamasi
iri tohumlara sahip gesitler i¢in uygun olurken, molehiya tohumlar1 gibi kii¢lik tohumlar i¢in

pek uygun olmamaktadir (Mavengahama ve Lewu, 2012).

Temel olarak in vitro bitki hiicre kiiltiirli; bitkiden alinan ve eksplant olarak adlandirilan
bir par¢anin, daha onceden steril edilmis besin ortamina yerlestirilmesi ile bitki veya bitkisel
tiriinler elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Bu yontemle bitkilerin biyolojik olarak aktif
bilesenlerinin iiretilmesi ve yeni bitki tiirlerinin gelistirilmesi miimkiindiir. Kallus kiiltiirleri
ile bitkilerin sekonder metabolitlerinin {iretimi saglanabilir (Bourgaud vd., 2001; Tan vd.,
2010; Vijaya vd., 2010; Hussain vd., 2012), kallus kiiltiirleri hem arastirma hem de

endiistriyel uygulamalar agisindan biiyiik potansiyele sahip bir yontemdir.



Farkli in vitro tekniklerin dogal iiriinlerin gergek ve siirdiiriilebilir kaynagi olabilecegi
Vijaya vd., (2010) tarafindan da rapor edilmistir. Bu yontemlerden biri olan kallus kiiltiirleri
ile ana bitkide bulunan biyoaktif bilesenlere denk veya daha giiglii 6zel tibbi bilesenlerin etkili
bir sekilde iiretilebilecegi pek ¢ok arastirmada bildirilmistir (Tan vd., 2010; Vijaya vd., 2010;
Hussain vd., 2012). Direkt ve indirekt organogenez, bitki rejenerasyonu, somatik
embriyogenez ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baglangi¢ noktas: esas itibari ile kallus

kiiltiirtidiir (Topgu ve Colgegen, 2015).

Corchorus L.'de genetik iyilestirme ve deger eklemeye yonelik olarak, geleneksel 1slah
programlari 6nemli ilerlemeler kaydetmistir (Orton, 2020; Anand vd., 2023). Ancak,
Corchorus olitorius da istenen oOzellikleri gelistirmek igin geleneksel islah yaklagimlari
karmagik genetigi nedeniyle zorluklarla karsilasmistir (Ahmar vd., 2020). Su anda, geleneksel
1islahin alternatifi olarak, doku kiiltiirli tabanli in vitro rejenerasyon stratejisi, ¢esitli bitkilerin

verimini artirmak ve 6zelliklerini zenginlestirmek i¢in giiclii bir arag olarak diigtiniilmektedir.

Giiniimiize dek, tiirtin in vitro tretimi ile ilgili olarak gergeklestirilen bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (Islam,1981; Rahman vd., 1985; Ahmed vd., 1989; Seraj vd., 1992; Islam
vd.,1992; Khatun vd., 1993; Saha vd., 1999; Naher vd., 2003; Huda vd., 2007). Bitki
rejenerayonu icin hipokotil, kotiledon ve kok segmentleri eksplant olarak kullanilmis bir

calismada sadece kallus elde edilebilmistir (Khatun, 1993).

Bu tez c¢alismasinda in vitro teknikler kullanilarak tiiriin = ¢imlendirilmesi
hedeflenmektedir. Boylelikle tiiriin ¢imlenme ile ilgili sorununa ¢6ziim bulmanin yaninda
kallus kiiltiirlerini olusturabilmek igin steril bitki eldesi ve in vitro ¢imlenme sonrasinda elde
edilen steril bitkiciklerin yaprak ve kotiledonlar1 eksplant olarak kullanilarak kallus

indiiksiyonu saglanmistir.

Hiicre ve doku kiiltiirii sistemleri ile giinlimiizde bitkisel birgok etken madde hizli
olarak tretilebilmektedir. Bu kiiltiirlerin olusturulmas: ve in vitro elde edilecek etken
maddelerin arastirilmasina olanak saglamak i¢in etkin kallus olusturma prosediiriiniin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu tez calismasi ile elde edilen veriler hem tohum c¢imlenmesi

hem de kallus kiiltiirleri ile yeni bir prosediiriin olusturulmasi agisindan 6nemlidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Abbas vd. (1997) C. olitorius Taiwan ve 0-4 gesitleri ile C. capsularis D-154 ¢esidi ile
gerceklestirdikleri calismada once steril ettikleri tohumlart MS ortaminda +4 °C’de karanlikta
¢imlendirmisglerdir. Cimlenmeden sonra kiiltiirleri 25+2°C fotoperiyot kosullarina almiglardir.
Kallus indiiksiyonu i¢in ¢imlenmeden 10 giin sonra kotiledonlar, hipokotiller, siirgiin uglari
ve kok segmentleri ekpslant olarak kullanmuslardir. Eksplantlar1 zeatin: Indol-3-asetik asit
(IAA)/Naftalen asetik asit (NAA) (1:0, 2:0, 2:1 1AA, 2:1 NAA mg/l), Benzil adenin
(BA):IAA/INAA (2:0, 2:0,1 1AA, 2:.0,5 IAA 2:0,1 NAA ve 205 NAA mgll)
kombinasyonlarini igeren MS besi ortaminda kiiltiire almislardir. Bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen MS ortami temel ortam olarak kullanmislardir. Arastiricilar, kontrol ortaminda her
iki tliriin ¢esitlerinin de kiiltiire alinan hipokotil, slirglin ucu ve kok eksplantlarindan kallus
elde edildigini, ancak C. olitorius kotiledonlarindan kallus olusmadigini, C. capsularis
cesitlerinde ise ¢ok diisiik oranda kallus elde edildigini bildirmislerdir. Tiim ¢esitlerde birgok
ortamda her eksplant tipinde kallus elde ettiklerini, Kkallus ftretimi ig¢in kotiledon
eksplantlarinda sitokinin gerekli oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle kotiledon eksplantlarinda
ortamda sitokinin varliginin gerektigi ancak hipokotil ve kok eksplantlarinda kallus
olusumunu tesvik etmedigi bildirilmistir.

Velempini vd. (2003) yaptigi bir ¢alismada C. olitorius tohum dormansisinin 6niine
geemek icin tohumlara yedi farkli islem (80 °C ve 100 °C sicak su, 80 °C ve 100 °C'de kuru
1s1, konsantre siilfiirik asit, %10 hidrojen peroksit, ve oda sicakligindaki su) farkli siirelerde
uygulanmistir. Arastiricilar en iyi ¢cimlenme degerinin (%95), 80 °C'deki sicak suda 10 dakika
tutulan tohumlarda elde edildigini bildirmislerdir. Ikinci olarak en yiiksek ¢imlenme oranin
(%57) 100 °C'de bes dakika sicak su (%80) ve siilfiirik asitte 30 dakika beklettigi tohumlarda
elde edildigini bildirilmislerdir. Arastirmacilar, tohumlarin ekimden 6nce 80 °C sicak suda 10

dakika bekletilmesini, basit ve ekonomik bir yontem olarak ciftcilere dnermislerdir.

Emongor vd. (2004) yaptiklar1 bir ¢aligmada Corchorus cinsinin baska bir tiirii olan
Corchorus tridens L. tohumlarina uygulanan 50, 100 ve 150 ppm dozlarindaki Giberellik

asidin (GAgz) ¢imlenme iizerinde etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Huda vd. (2007) galismalarinda C. olitorius (0-9897, O-72, O-4 ve OM-1 gesitleri) ‘un
tohum ¢imlenmesi {izerine sivi ve kat1 ortamin etkisini arastirmislardir. Arastiricilar, steril

ettikleri tohumlar1 tibbi pamuk destekli sivi ve %0,8 g agar ile katilastirilmis MS ortaminda



kiiltiire almiglardir ve sirasiyla %83,3-97,6 ve %39,0-45,8 oraninda ¢imlenme degeri elde
ettiklerini bildirmislerdir. Pamuk destekli ortamda yetistirilen fidelerin saglikli gelistigini,
agar destekli ortamda yetistirilenlere gore daha iyi bir gelisim gosterdigini belirtmislerdir.
Aym c¢alismada, petiyol iceren kotiledonlar1 0,5 mg/l IAA ve farkli konsantrasyonlarda 6-
Benzil amino piirin (BAP; 1, 2, 3 ve 4 mg/l) iceren MS (%0,8 agar) ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Tim c¢esitlerin, Kiiltiir baslangicindan 3 hafta sonra IAA:BAP (0,5:3,0 mg/l)
kombinasyonunda kesilen kotiledon kenarlarinda direkt siirgiin olusumunun tesvik edildigini
en 1iyi siirglin tesvikinin (%59,5) ve kotiledon basina en yiiksek siirgiin sayisinin (7,4) O-72
¢esidinde elde edildigini bildirmislerdir. Elde ettikleri siirgiinleri diisiik oranda bitki biiyiime

diizenleyicisi igermeyen MS ortaminda kdklendirmislerdir.

Helaly vd. (2008) ¢alismalarinda C. olitorius tohum dormansisini yenmek i¢in
gerceklestirdikleri denemeler sonucunda %90°lik siilfiirik asit uygulamasinin 30 dakika
stireyle muamele edilmesi sonucunda %84 oraninda tohum ¢imlenmesi elde -ettiklerini

bildirmislerdir.

Ghosh ve Chatterjee (2009), C. olitorius L var. JRO-632 bitkisinin in vitro tretimi ile
ilgili gergeklestirdikleri bir ¢alismada tohumlar sterilize ettikten sonra yari katilagtirilmig
White (1963) ortaminda kiiltiire alarak ¢imlendirmislerdir. In vitro tohum c¢imlendirme
sonucunda elde ettikleri steril 10-16 giinliik fidelerin hipokotillerini eksplant olarak
kullanmiglardir. Eksplantlart %0,5 agar igeren yar1 kati MS ve SH ortamlarina kiiltiire
almiglardir. Besi ortamlar1 farli tipte (NAA, IAA, Indol-3-biitirik asit (IBA) ve 2,4-
Diklorofenoksiasetik asi (2,4-D) ve 0,1-0,5 mg/l konsantrasyonlarda oksin ya da farkli tipte
(BAP, Kinetin(KIN)) ve 0,1-1,0 mg/l konsantrasyonlarda sitokinin ile birlikte hindistancevizi
stitic (%10-35 v/v) denemislerdir. Arastiricilar SH ortamina kiyasla MS ortaminda daha
yiiksek oranda kallus elde ettiklerini, en yiiksek oranda kallus olusumunu NAA:KIN (0,3:0,3
mg/l ) kombinasyonunda oldugunu, kallus yapisinin da gevsek ve kirilgan sarimsi oldugunu
bildirmislerdir. Morfogenetik ¢alisma icin hipokotil kallus dokulari, farkli kombinasyonlar ve
konsantrasyonlarda oksin (IAA, NAA, IBA ve 2,4-D, ayrt ayri 0,20 mg/l) ve sitokininler
(BAP ve KIN, ayr1 ayr1 0,15-3,2 mg/l arasinda, hindistancevizi siitii %10-35) iceren ortamda
biyiitiilmiistlir. Kalluslardan ve rejenerasyon bitkilerinden elde edilen koklerin sitolojik
caligmalari, kalluslarin mixploid dogasina ragmen rejenere koklerin ve bitkilerin diploid
kromozom sayisina sahip oldugunu gostermistir. Baslangi¢ kiltiiriindeki oksin-sitokinin
konsantrasyon dengesi ile hiicrelerdeki ploidi seviyesinin farklilasmay1 kontrol eden en

onemli faktorler oldugu gozlemlenmistir.



Nkomo ve Kambizi (2009) C. olitorius ‘un tohum dormansisini gidermek {izere
yaptiklar1 ¢alismada tohumlart 6n sogutma islemine tabii tutmuslardir. Tohumlara farkl
siirelerde (0, 1, 3,5 ve 7 giin) &n sogutma (+6 °C) uygulamislardir. On sogutma uygulanmamis
tohumlarda 25 °C’de ¢imlenme olmazken, 3% giin 6n sogutma yapildiktan sonra 35 °C’ye

alinan tohumlarda ise maksimum ¢imlenme (%88) elde edildigini bildirmislerdir.

Hoque vd. (2010) yaptiklar1 bir arastirmada Corchorus olitorius 0-9897, O-72 ve OM-1
genotiplerinin in vitro rejenerasyonu lizerine bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Steril elde
edilmis bitkiciklerin kotiledonlarini eksplant olarak kullanmiglardir. Arastiricilar 2,5 mg/l
BA+0,5 mg/l IAA ilaveli MS ortaminda en yiiksek oranda kallus olusumu (%92,85) 0-9897
genotipinde, ardindan %82,14 ile O-72 genotipinde elde ettiklerini bildirmislerdir. 2,5 mg/I
BAP+0,5 mg/l IAA ilave edilmis MS ortaminda, O-9897 genotipi en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu yiizdesini (%83,33), O-72 genotipinde ise %75 oraninda elde etmislerdir.
Siirgiinlerde en yiiksek kok olusumu (%45,00) O-9897 genotipinde 0,6 mg/l IBA eklenmis Y4
MS ortaminda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Tuncer ve Ummuhan (2017) lif bitkisi ve tibbi bitki olarak kullaniminin yani sira sebze
olarak da tiiketim degeri olan molehiya (Corchorus olitorius L.) bitkisinin tohumlarinda,
dormansiyi kirmak i¢in farkli uygulamalarin ¢imlenme ve ¢ikis {izerine etkisinin arastirdiklari
bir calismada sterilize edilen tohumlara; kaynayan su (95 °C; 10 ve 30 saniye, 1, 5 ve 10
dakika), sicak su (80 °C; 5, 10, 15 ve 20 dakika), siilfiirik asit (%98’lik; 5, 10, 15, 20, 25 ve 30
dakika) ve 6n sogutma uygulamalar1 (4 °C; 2, 3 ve 4 giin) yapilmistir. Cimlenme ve ¢ikis
parametreleri bakimidan en basarili uygulamalar; 6n sogutma, siilfiirik asit (5 ve 10 dakika)
ve kaynayan su (95 °C, 10 saniye) uygulamalar1 olmustur. Calisma sonucunda, tiiriin tohum
dormansisini ortadan kaldirmak i¢in ekimden 6nce tohumlarin 2 giin boyunca nemli ortamda
sogukta (+4 °C) bekletilmesinin pratikte de rahatlikla uygulanabilecegi sonucuna ulasildigini

belirtmiglerdir.

Kitis ve Kaya (2018) C. olitorus tiiriiniin tohum dormansisinin giderilmesine yo6nelik
olarak gerceklestirdikleri bir calismada cesitli 6n islemlerin tohum ¢imlenmesi iizerine
etkilerini arastirmislardir. Arastirma kapsaminda tohumlara mekanik asindirma, saf suda
bekletme (2 ve 6 saat), H,SO4 (%20; 5, 10 ve 15 dakika), GA3 (200, 400 ve 600 ppm) ve
mikrodalga (kuru, 1slak ve nemli tohumlara 30 ve 60 saniye) islemleri uygulanmistir. On
islemlerden sonra tohumlar, 30 °C'deki inkiibatorlerde ¢imlenmeye birakilmis ve 10 giin

boyunca ¢imlenen tohumlar gézlemlenmislerdir. Arastiricilar kontrol grubundaki tohumlarin



¢imlenme oraninin %4 seviyesinde kaldigini1 belirtmistir. GA3 uygulanmasinin (200 ve 400
pm) ¢cimlenme degerinin kontroliin altinda kaldigini, ancak 600 ppm dozunda %5,3 oraninda
¢imlenme gozlemlediklerini belirtmislerdir. En yiiksek ¢imlenme degeri (%88) tohum
kabugunun zimparalanarak mekanik olarak asindirilmasi yontemiyle elde edilmistir.
Aragtiricilar dormansinin nedeninin kalin tohum kabugundan kaynaklandigini ve zimparalama
yonteminin kullanilarak bu tiir lizerinde yapilacak bilimsel arastirmalar igin etkili ve risksiz

bir yontem olarak degerlendirilebilecegini belirtmislerdir.

Tahir ve Kuzayet (2018) ¢alismalarinda Corchorus olitorius L.'un mikrogogaltimi igin
cesitli bitki bliylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarinin etkilerini arastirmislardir.
Sterilize ettikleri tohumlar1t MS ortaminda tek basina BAP ve NAA (0,10, 0,15, 0,20 ve 0,25
mg/l) veya esit konsantrasyonda BAP ve NAA kombinasyonlarini etkisini arastirmiglardir.
Kontrol grubunda ise bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen MS kullanmislardir. 0,1 mg/I
BA+0,1 mg/l NAA igeren ortamda ve 0,15 mg/l NAA igeren ortamda en yiliksek ¢imlenme
degerini (%76,56) elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda, 0,1 mg/l NAA+0,1 mg/| BA
ve 0,2 mg/l NAA+0,2 mg/l BA kombinasyonlarinda en iyi fide canlihigi elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Hossain vd. (2024) Corchorus olitorius L. (var. 0-9897) un tohum ¢imlendirilmesi ile
ilgili yaptiklar1 bir calismada tohum ¢imlenmesi {izerine besin ortamin fiziksel halinin etkisini
arastirmiglardir. Bu amacgla pamuk destekli sivi MS ve agar ile katilagtirnllmis MS
kullanmislardir. Kiiltiirleri 20 °C ve 12/12 fotoperiyotta tutmuslardir. Agar ile katilagtirilmis
MS ortaminda %52 oraninda ¢imlenme elde ettiklerini, pamuk destekli MS ortaminda ise %
97 oraninda ¢imlenme elde elde ettiklerini bildirmiglerdir. Ayni zamanda, fide gelisiminin
agar destekli ortama oranla pamuk destekli ortamda daha saglikli oldugunu belirtmislerdir.
Ayni ¢aligmada in vitro ¢imlenme sonucunda elde ettikleri 10 giinliik bitkiciklerin petiyol
iceren kotiledonlarini kallus tesviki i¢in 2,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IAA igeren MS ortaminda
kiiltiire almiglardir. Arastiricilar %96 oraninda sarimsi-yesil ve kahverengi kallus ve elde
ettiklerini bildirmislerdir. Ayni zamanda kalluslarda rizogenesis de goézlemislerdir. Daha
sonra kalluslardan %86,6 oraninda siirgiinler elde etmislerdir. Elde ettikleri 2-3 c¢m siirgiinleri,
koklendirmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda IBA (0,3, 0,5, 0,6 ve 1,0 mg/l) igeren 2 MS
ortamina almiglardir. En yiiksek koklenme degerini ise (%52,5) 1,0 mg/l IBA ‘da elde

ettiklerini bildirmislerdir.
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Ahmed vd. (2024) Corchrous olitorius L. var O-9897 ‘un hem kallus tesviki hem de in
Vvitro rejenerasyonunu arastirdiklart bir ¢alismada, kotidonlarin siirgiin uglarminin g¢esitli
oksinler (NAA ve IAA) ve sitokininler (BAP) ile 20 farkli kombinasyonlariin kallus tesviki
tizerine etkisini arastirmustir. Arastiricilar kiiltiir baslangicindan iki hafta sonra, (2,5 mg/l
BAP+0,5 mg/l IAA), (0,2 mg/l BAP+1,0 mg/l IAA), (0,75 mg/l NAA+3,5 mg/l BAP+0,75
mg/l 1AA) ve sadece BAP (2 mg/l) igeren ortamda gevsek yapili ve kiigiik boyutlu (2.2-4.2
mm) kallus olusumu elde ettiklerini bildirmislerdir. En yiiksek kallus tesvikini (%15,8) 0,75
mg/l NAA+ 3,5 mg/l BAP+ 0,75 mg/l IAA igeren MS ortaminda elde etmislerdir.
Aragtiricilar tek basina 2,0 mg/l BAP, kallus indiiksiyonu ve siirgiin rejenerasyonu igin

kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma T.C Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal

Biyoteknoloji Boliimii, Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiriitiilmiistiir.

Calisma materyalimiz Malvaceae familyasimna ait Corchorus olitorius L. tiridir
(Resim 3.1). Tiirtin Tiirk¢e ismi ‘Molehiya’ olarak adlandirilmaktadir. Diinyada Hindistan,
Banglades ve diger Asya {ilkelerinde Ilif bitkisi, Japonyada °‘saglikli sebze’ olarak
taninmaktadir. Bir¢ok kiiltiirde yapraklar1 yemek yapiminda degerlendirilmektedir. Ayrica jiit

ekonomisine de biiytik katki saglamaktadir

Tiirlin sistematikteki yeri ve 6zellikleri asagidaki gibi tanimlanmaistir:
Alem: Plantae

Boliim: Tracheophyta

Alt Boliim: Spermatophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Malvales

Familya: Malvaceae

Cins: Corchorus

Corchorus olitorius L. (Islam, 2013)

Tiir yaklasik 2-4 m'ye kadar boylanabilen, genellikle gii¢lii dallanma gosteren; govde
kirmizimsi, lifli ve sert, tek yillik bir bitkidir. Yapraklar basit, petiolat, oval-eliptik seklinde,
kenarlar1 serrat ve alternat dizilislidir; ¢igekler hermafrodit, kaliks 5 pargali-korisepal, korolla
5 pargali-koripetal ve sar1 renktedir. Meyve silindirik kapsiil seklindedir. Tohumlar 1-3 mm

uzunlugunda, koseli formlu olup, koyu gri veya siyahimsidir (https://uses.plantnet-

project.org/en/Corchorus olitorius (PROTA).
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https://uses.plantnet-project.org/en/Corchorus_olitorius_(PROTA)
https://uses.plantnet-project.org/en/Corchorus_olitorius_(PROTA)

Resim 3.1. Corchorus olitorius L. tiiriiniin illiistrasyonu

(Curtis's Botanical Magazine (55) New Series 2 tabl. 2810 from www.botanicus.org Author=
William Jackson Hooker (1785-1865)),

https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Corchorus_olitorius.jpg#filehistory

Cahismada Kullanilan Makine ve Techizatlar

¢ Biyogiivenlik kabini (JSR)

e pH Metre/ADWA AD8000

¢ Otoklav/HIRAYAMA HG 80

e Hassas Terazi/WEIGHTLAB WSA-224
e Manyetik karigtirrct WEIGHTLAB

e Mikrodalga Samsung MS23F300EEW
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3.2. Yontem
Denemelerin tiimiinde in vitro teknikler kullanilmistir. In vitro g¢alismalarimizin
baglangic materyali olan tohumlar 2022 yilinda Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyet’indeki

ciftcilerden temin edilmistir.

Bu tez kapsamindaki in vitro calismalar iki asamada planlanarak denemeler

olusturulmustur.
1. In vitro tohum ¢imlenmesi tizerine ¢alismalar

2. Kallus indiiksiyonu iizerine ¢aligsmalar

3.2.1. In vitro Cahsmalar Icin Yapilan On Hazirhklar

3.2.1.1. Tohum Canlilik Oraninin Belirlenmesi

Tohum canliligi, tohumun ¢imlenebilme ve normal bir fide olusturma yetenegidir.
Tohum canliligimi belirlemek i¢in bir¢ok test mevcuttur. Ancak, diinya genelindeki tohum
laboratuvarlarinda en yaygin olarak kullanilan testler ¢imlendirme testi ve tetrazolium testidir
(Sivritepe, 2011). Denemelere baslanmadan Once tohum canliligini belirlemek igin
tetrazolium testi uygulanmistir (ISTA, 1966). Bu testte canlilik tohumlarm 2,3,5 trifenil
tetrazolium kloriir (TTC) c¢ozeltisi muamelesi sonucu kirmizi renk alip almamalar1 ile
belirlenmektedir. Tohum canliligi belirlemek i¢in Oncelikle %0,1°lik TTC ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra tohumlar bisturi ve pens yardimiyla iki pargaya bdoliinmiistiir
(Resim 3.2). Tohumlarin bir yarilar1 uzaklastirildiktan sonra diger yarilar1 hazirlanan ¢6zelti
igerisine konularak karanlik ortamda oda kosullarina 24 saat boyunca bekletildi. Bu siirecin
sonunda kirmizi renk alan tohumlar “canli” olarak degerlendirildi ve canlilik oran1 % olarak

belirlendi.
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Resim 3.2. Tohum canlilig1 i¢gin hazirlanan tohumlar

3.2.1.2. Besin Ortam Hazirhg:

Bu tez galismasinda denemeler in vitro ¢imlenme ve kallus indiiksiyonu olmak tizere iki
farkli asamadan olusmaktadir. Cimlenme denemelerinde distile su (DS) ve Murashige &
Skoog (1962) (MS) ortamlar1 (Sigma Aldrich-M5519) kullanilmigtir. Kallus indiiksiyonu
caligmalarinin tiimiinde MS ortami temel besi ortami olarak kullanilmistir. Calismalarimizda

kullanilan temel besi ortami icerigi Cizelge 1°de verilmistir.

MS besi ortami hazirlanirken stok kimyasaldan 4,4 g/l olacak sekilde hassas terazide
tartild1 ve distile su (dH»0) ilave edilerek manyetik karistirici yardimiyla ¢oziinmesi saglandi.
Coziinme islemi tamamlandiktan sonra ¢ozeltiye sukroz ilave edildi ve ¢ozdiiriildii, bu islemi
takiben dnceden isaretlenen son hacmin biraz altina kadar dH,O ilave edildi. Ortamin pH’1 0,1
N hidroklorik asit (HCI) ve/veya sodyum hidroksit (NaOH) cozeltileri kullanilarak 5,8’e
ayarlandi. Besi ortamina bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilecekse pH’1 ayarlanmadan
once ilave edilmistir. Besi ortamini katilagtirmak i¢in 8 g/l agar-agar kullanildi. Agar ilave
edildikten sonra son hacim dH,O ile tamamlandi ve bunu takiben mikrodalgada ¢6zdiiriildi.
Daha sonra ortam igerigini belirten etiketli 190 ml kavanozlara 20’ser ml olacak sekilde
paylastirildi. Kavanozlar 121°C ve 1,5 atm basing altinda 15 dk siire ile otoklavlanarak

sterilize edildi.

Besi ortamlarina ilave edilecek bitki biiyiime diizenleyicileri i¢in stok ¢ozeltiler hazirlandi.
Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok soliisyonlarint hazirlamak i¢in 2,4-D ve IAA Etil
alkolde (EtOH), BA ve NAA NaOH’de, GA3 ise dH,O da ¢o6zdiiriildii. Hazirlanan stok
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¢ozeltiler koyu renkli siselerde +4°C’de muhafaza edildi (Smith, 1992; Franklin ve Dixon
1994; Gamborg ve Philips, 1995; George, 1993).

Cizelge 3. 1. MS besi ortami1 temel elementleri ve miktarlar1 (Murashige & Skoog, 1962) Sigma
Aldrich-Katalog No: M5519)

mg/I
Makro elementler
KNO, 1900
CaCl,.2H,0 332,2
NH4NO4 1650
MgS0,.7H,0 180,7
KH,PO, 170
Mikro elementler
Na,-EDTA 37,26
FeSO,.7H,0 27,8
H;BO3 6,2
MnS0O,.H,0 16,9
ZnS0,.7H,0 8,6
Kl 0,83
Na,Mo00,.H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Vitaminler ve  organikler
Glisin 2,0
Myo-Inostol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Thiamin HCI 0,1
Sukroz 30000
Agar 8 000
pH 5,8

GAgs, sicaklikla bozulan bir bitki biiyiime diizenleyicisi oldugundan ¢imlenme
ortamlarina eklenmeden 6nce ortamlarin pH’1 ayarlandi ve dH,O son hacmin biraz altinda
olacak sekilde ilave edildi. Ortamlar otoklavda 121°C ve 1,5 atm basing altinda 15 dk siire ile
sterilize edildi. Bu sirada, GA3'lin stok ¢ozeltileri yeterli miktarda hazirlandi ve pH’1 da besi
ortamina uygun olacak sekilde ayarlandi. Bu ¢ozeltiler, laminar hava akimli kabin i¢inde 0,22
pum'lik millipore filtre kullanilarak steril edildi. Steril edilen giberellik asit ¢ozeltileri besi
ortamlarina hesaplanan miktarda eklendi. Bitki biiylime diizenleyicisi ve diger bilesenlerle

tamamlanan ortamlar, son olarak dnceden hazirlanarak steril edilen kavanozlara aktarildi.

3.2.1.3. In vitro Cimlenme Denemeleri i¢cin Kavanozlarin ve Besin Ortamlarmin

Hazirh@

In vitro ¢imlenme denemelerinde tohum ¢imlenmesi {izerine mineral madde

ereksinimi ve besi ortamin fiziksel durumunun (sivi ve kati), 1s18in ve GAjz’in etkisini
9
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belirlemek amaciyla calismalar planlanmigtir. Sivi ortamlarda tohumlara destek saglamak
amaciyla bilyeli kagit kopriiler kullanilmistir. Bu kavanozlar hazirlanirken, dikdortgen
seklinde kesilen kurutma kagitlar1 kavanozun altina yerlestirilmistir. Bu kagitlarin {izerine
cam bilyeler yerlestirilmistir. Sonra kurutma kagitlar1 bilyelerin {lizerine dogru katlanmustur.
Daha sonra da oOnceden hazirlanmis kavanozun tabani biiyiikliiglinde dairesel kurutma
kagitlar1 bilyelerin iizerine yerlestirilmistir (Resim 3.3). Bu sekilde hazirlanmis kavanozlar
kapaklar: ile kapatilmis ve sterilizasyon igin otoklavda 121 C’de 15 dakika boyunca steril
edilmistir. Steril edilen kavanozlara laminar kabin igerisinde steril edilmis besi ortamlari

aktartlmistir.

Resim 3.3. S1v1 besi ortamlart igin hazirlanan kavanoz drnegi

3.2.1.4. Alet, Ekipman ve Calisma Ortaminin Sterilizasyonu

Erlen, petri, pens, makas, pamuk ve cam malzemeler agizlar1 kapali olacak sekilde
metaller ise cam kavanoz igerisinde veya aliiminyum folyo ile sarilarak, 121°C’de 15 dakika

stire ile 105 kPA basing altinda otoklavlanarak steril edilmistir.

Tiim c¢aligmalar JSR marka laminar hava akimli kabin igerisinde gerceklestirilmistir.
Kabinde kullanilacak ekipmanlar kabine aktarilirken ve her calismaya baslamadan 6nce hava
akimli kabin %70’lik EtOH ile silinmistir ve 1 saat siireyle ultraviyole (UV) 1518a maruz
birakilmigtir. Sonra steril edilen alet, ekipman ve besi ortami igeren kavanozlarin dis yiizeyleri

%70’lik EtOH ile silinerek kabin igerisine alinmustir.

Kabinde calismaya baglamadan once eller dirseklere kadar sabunla yikanarak ve

%70’lik EtOH ile silindikten sonra olasi kontaminasyon engellemek amaciyla EtOH ile
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sterilize edilmis eldivenler de kullanilmistir. Bununla birlikte ¢alisma esnasinda her yeni
eksplant ekimi sirasinda kullanilan pens, bistiiri ve makas gibi ekipmanlar %70’lik EtOH’e

batirildiktan sonra cam boncuklu sterilizatdrde bekletilmis veya alevden gegirilmistir.

3.2.2. In vitro Cimlenme Denemeleri

3.2.2.1 Tohum Sterilizasyonu

Tohum sterilizasyonu igin tohumlar bir bez torba igerisine konduktan sonra akan
musluk suyu altinda 1 saat boyunca tutulmustur. Daha sonra 6nceden hazir hale getirilmis
laminar hava kabini icerisine steril bir behere aktarilmistir ve sirasiyla %50°lik EtOH 10
dakika, %2,25°1ik sodyum hipokloritte (NaOCl, 3-4 damla Tween 20 ilave edilen) 15 dakika
boyunca sterilizasyona tabii tutulmustur. Bu islemi takiben 3 kez 5’er dakika siire ile steril

dH,0O’da durulama islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2.2. In vitro Cimlenmeyi Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesi

Bu ¢alisma, C. olitorius tohumlarimin in vitro ¢imlenmesi tizerine farkli in vitro besi
ortamlarin, ortamlarin fiziksel durumunun (sivi ve kati), 1518in ve tohum dormansisinin

kirilmasina yonelik GA3 iin etkisini belirlenmesi iizerine planlanmistir.

Cimlenme {iizerine besi ortamlarinin etkisini belirlemek i¢in Murashige & Skoog
(1962) (MS) ve Distile Su (DS) ortamlar1 kullanilmistir. Her iki ortamin sivi ve katilagtirilmis
(8 g/l agar-agar) fiziksel formlar1 ayri ayri kullanilmistir. Tiim besi ortamlarinin pH’1 5,8’¢
ayarlanmistir. Cimlenme {izerine 15181n etkisini belirlemek amaciyla denemeler iki set halinde
planlanmistir. Birinci set 16/8 fotoperiyotta ikinci set ise karanlikta kiiltiire edilmistir. Tiim

kiltiirler 2442 °C’de iklimlendirme odasinda kiiltiire alinmistir (Resim 3.4).

Tiim ¢imlenme denemeleri her kavanoza 10 tohum gelecek bi¢cimde 3 tekrarli olarak

planlanmis ve tiim denemeler 3 kez tekrar edilmistir.

Cimlenme tlizerine GA3z’lin etkisini belirlemek amactyla farkli konsantrasyonlarda GA3
(1, 2 ve 3 mg/l) igeren DS ortamlar1 kullanilmigtir. Tiim ortamlarin pH’1 5.8’e ayarlanmustir.
Denemelerde her kavanoza 15 adet tohum gelecek sekilde 2 tekrarlidir ve tiim denemeler 4
kez tekrar edilmistir. Tim kavanozlar 2442 °C’de 16/8 fotoperiyot kosullarinin saglandigi

iklimlendirme odasinda tutulmustur.
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Tim ¢imlendirme denemelerinde c¢imlenme kriteri olarak radikula c¢ikis1 esas
alinmistir. Degerlendirmeler haftada bir yapilmis 6 hafta sonunda ¢imlenme degeri % olarak

hesaplanmustir.

Resim 3.4. iklim odasinda 16/8 fotoperiyot ve 24+2 °C’de kiiltiire alinmis tohum igeren kavanozlar

3.2.3. Kallus indiiksiyon Denemeleri

Kallus indiiksiyonu denemelerinde, in vitro ¢imlenme sonunda elde edilen steril
bitkiciklerin kotiledon ve yapraklar1 eksplant olarak kullanilmistir. In vitro g¢imlenme
sonucunda elde edilen bitkicikler gelisimleri i¢in bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen agar-
agar (%0,8) ile katilagtirilmis MS ortamina aktarilmistir. MS ortamina aktarilan bitkiciklerin
kotiledonlar1 1 hafta sonra, yapraklar ise 4-6 hafta sonra alinarak in vitro kallus olusturma

denemelerinde eksplant olarak kullanilmistir

Bitkiciklerden izole edilen kotiledonlar tam olarak, yapraklar ise yaprak boyutuna bagli
olarak ya tam ya da biiyiik ise 1’er cm lik pargalara ayrilarak eksplant olarak kullanilmistir.
Kotiledon ve yaprak eksplantlar1 ya tek basina TAA (1, 5, ve 10 mg/l), NAA (1, 5, ve 10
mg/l), 2,4-D (0,1, 1 ve 5 mg/l) ve BA (1,0 mg/l) ya da IAA:BA (5:1 mg/l), NAA:BA (5:1
mg/l), 2,4-D:BA (5:1 mg/l) kombinasyonlarini iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire
alinmiglardir. Herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ortami kontrol ortami

olarak kullanilmistir.
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Isigin kallus indiiksiyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla denemeler iki set olarak
planlanmistir. Birinci set 16/8 fotoperiyot, ikinci set ise karanlikta kiiltiire alinmistir. Kiiltiirler

2442 °C’ta tutulmustur.

Kiiltiir baslangicindan alt1 hafta sonunda kallus indiiksiyon frekans1 (Kif) asagidaki

formiille belirlenmistir:
Kif: (Kallus oluturan eksplant sayis1 / Toplam kullanilan eksplant sayis1) x 100

Calismada, her kavanozda 5 eksplant olacak sekilde, 4 tekrarli olarak diizenlenmis ve tiim

deneyler iki kez yinelenmistir. Alt kiiltiirleme islemi dort haftalik araliklarla yapilmistir.

3.2.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Cimlenme denemeleri ve kallus indiiksiyon denemeleri sonucunda elde edilen
verilerin ortalamalar1 SPSS 22,0 yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Yiizde degerlerine
ait sonuglar, arcine dontisimii \( x” = arcsin \sqrt{x/100} \) yapilarak analiz edilmistir.
Cimlenme verileri Genel Dogrusal Model (GLM) kullanilarak ya iki yonlii varyans analizi ile
ya da Duncan Coklu Oran testine gore degerlendirilmistir. Kallus indiksiyonu denemelerinde
farkliliklar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis ve %5 anlamlilik diizeyinde

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tohum Canhhg

Tohum kalitesi, tohumun genetik, fizyolojik ve fiziksel Ozelliklerini igeren genis
kapsamli bir terimdir. Bu 6zellikler, tohumun verimliligi ve performansini belirler. Tohum
kalitesini Olgcerken genetik ve fiziksel saflik, canlilik, giic, tohum biiyiikliiglinlin tutarliligi,
tohum kaynakli hastaliklar ve zararlilar gibi ¢esitli parametreler dikkate alinir (Doijode, 2006;
Elias, 2006). Tohum canlilig1, bu kalite 6zellikleri arasinda 6nemli bir yer tutar, ¢iinkii canli
olmayan bir tohumun diger kalite 6zellikleri pratikte pek anlam ifade etmez (Sivritepe, 2011).
Tohum canliligini belirlemede yaygin olarak kullanilan bir test olan tetrazolium testi ile C.
olitorius tohumlar1 test edilmis ve tohumlarin % 80 oraninda canli oldugu belirlenmistir
(Resim 4.1). Bagka bir calismada ise dogal habitatindan toplanan tohumlara yapilan
tetrazolium testi sonucunda %90,1 oraninda canlilik orami elde ettiklerini bildirmislerdir
(Nkomo ve Kambizi, 2009).

Resim 4.1. C. olitorius tohumlarinin tohum canlig1 testinin goriintiisii

4.2. In vitro Cimlenme

In vitro ¢imlenme ¢alismalarinda tohumlar i¢in uygulanan sterilizasyon basarilidir ve
%100 oraninda steril kiiltiirler elde edilmistir. Bu durumda tohum sterilizasyonu igin

Onerecegimiz sterilizasyon su sekildedir: Akan musluk altinda 1 saat tutulan tohumlar
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sirastyla %50°1ik EtOH 10 dakika, %2,25’1ik NaOCIl (3-4 damla Tween 20 ilave edilen) 15
dakika muamele edilmeli ve bunlar1 takiben 3 kez 5’er dakika siire ile steril dH,O ile

durulama seklindedir.

Hamish ve Sue (1998) yilinda C. olitorius ile yaptiklari bir ¢alismada tohum
sterilizasyonu i¢in sOyle bir yol izlemislerdir. Tohumlar1 6nce bulagik deterjani ile yikanmig
ve akan musluk suyu ile durulanmiglardir. Daha sonra gilivenlik kabini i¢ine alarak tekrar
deterjanla yikamiglar ve bidistile su ile durulanmislardir. Bu islemleri takiben tohumlari
sirastyla, 3 dakika boyunca %70 EtOH ve 5 dakika boyunca da %30 sodyum hipoklorit i¢inde
bekletmislerdir. Etil alkol uygulamasindan sonra 1 kez, sodyum hipoklorit uygulamasindan
sonra ise bes kez steril distile su ile durulamislardir. Arastiricilar elde ettikleri steril kiiltiir
yiizdesini arastirmalarinda belirtmese de uyguladiklari sterilizasyon teknigi ¢ok asamali ve
karmasik olmustur. Oysa bizim uyguladigimiz sterilizasyon yonteminin uygulanabilirligi daha

kolaydir.
4.2.1. In vitro Cimlenme Uzerine Besi Ortamlariin ve Isigin Etkisi

Tohum ¢imlenmesi, bitkilerin yasam doéngiisiiniin ilk evresidir ve bu siire¢, kuru ve
inaktif olan tohumun su alimiyla baslar ve radikulanin testadan c¢ikmasiyla sona erer
(Nonogaki vd., 2010). Tohum ¢imlenmesi, bir¢ok sinyali iceren ve hem igsel hem de dissal
etmenlerden etkilenen karmasik bir siirectir (Miransari ve Smith, 2014). I¢sel faktorler
arasinda tohum dormansisi ve mevcut besin depolar1 bulunurken, su, sicaklik, oksijen, 151k,
bagil nem, kimyasallar ve kullanilan substrat digsal faktorleri olusturur (Bhardwaj, 2014;
Makena vd., 2018). Tohum dormansisi, tohumlarin yeterli su, oksijen ve sicaklik varliginda

bile ¢imlenemedigi bir durum olarak tanimlanabilir (Bewley vd., 2013).

In vitro ¢imlenme denemelerinde ¢imlenme iizerine mineral madde gereksinimi, besi
ortaminin fiziksel durumu ile 15181n etkisi arastirilmistir. Kiiltiirler iki ayr1 set olarak
planlanmis ve deneme setlerinin biri 16/8 fotoperiyot digeri ise karanlikta kiiltiire edilmistir.
Tiim ortamlarda ¢imlenme gozlenmistir (Sekil 4.1, Resim 4.2). 16/8 fotoperiyotta kiiltiire
aliman denemelerde en yiiksek ¢imlenme degeri DS ortaminda %68,86 oraninda elde
edilmistir (Resim 4.3) ve bunu sirasiyla agar ile katilastirilmis DS (%63,33), MS (siv1)
(%54,44) ve MS kat1 (%34,44) ortamlar1 takip etmistir. Karanlikta kiiltiire edilen denemelerde
ise yine en yiiksek ¢imlenme degeri DS ortaminda %44,44 oraninda elde edilmistir. Diger

ortamlarin sonuglar1 da fototperiyotta kiiltiire edilen denemelere gore benzer sekildedir. Tim
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bu veriler 15181nda sunlar soylenebilir: DS ve agar ile katilagtirilmig DS ortamlar1 herhangi bir
mineral madde bulunmamaktadir ve MS ortami mineral madde igerigi bakimdan zengin bir
besi ortamidir. Mineral madde artis1 ile ¢imlenme arasinda negatif korelasyon oldugu
sOylenebilir. Bu durumun nedeni mineral besleyici oranindaki artisin negatif osmotik

potansiyele neden olmasindandir (Kauffman, 1969).

M 16/8 fotoperiyot ® karanlik

80
70
60
50
40
30 -
20 -
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Sekil 4. 1. C. olitorius tohumlarmin farkli in vitro ortamlarda ¢imlenme oranlar1

Cizelge 4.1. C. olitorious tohumlarinin farkli in vitro ortamlarda 16/8 fotoperiyot ve karanlik kosullarda
¢imlenme oranlari

Cimlenme Orani (%)

Besi Ortam 16/8 Fotoperiyot Karanhk
DS 68,86 (0,9788) 44,44 (0,7297)
AGAR 63,33 (0,9203) 40,00 (0,6847)
MS (s1vi) 54,44 (0,8299) 35,60 (0,6393)
MS (kat1) 34,44 (0,6272) 18,20 (0,4407)

*parantez i¢indeki veriler arsin transorormasyonu verileridir.

ariab: Cimlenme orani

Tip 1 Kare Df(Serbestlik  Ortalama Sig.
Kaynak Toplami Derecesi) Kare F-Degeri (Anlamlilik)

Diizeltilmis Model ,211° 4 ,053 105,775 ,001

Kesigsim 4,279 1 4,279 8574,615 ,000

Besin Ortami ,118 3 ,039 79,018 ,002

Is1ga baglilik ,093 1 ,093 186,049 ,001

Hata ,001 3 ,000

Toplam 4,491 8
Diizeltilmis Toplam ,213 7

a. R Kare =,993 ( Diizeltilmis R Kare =,984)

Cimlenme verileri, Oncelikle arcsine donilistimii yapilarak Genel Dogrusal Model
(GLM) kullanilarak iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir (Cizelge 4.1).

Sonuglar, besi ortami igerigi ve fiziksel halinin ¢imlenme orani iizerinde istatistiksel olarak
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anlamli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (p<<0,005). Ayrica, 15181n da ¢imlenme orani
tizerinde anlamli bir etkisi oldugu tespit edilmistir (p<0,005).

Resim 4.2. Farkli in vitro ortamlarda kiiltiire alinan tohum igeren kavanozlar

Resim 4.3. DS ortaminda 16/8 fotoperiyot 24+2 °C ‘de in vitro ¢imlenen tohumlar

Huda vd. (2007), C. olitorius (vars. 0-9897, O-72, O-4 and OM-1)’un tohum
¢imlenmesi icin s1vi ve kat1 ortamin ¢imlenme iizerine etkisini, tohumlar steril ettikten sonra
tibbi pamuk destekli siv1 ve 9%0,8 agar ile katilastirilmis MS ortaminda kiiltiirlere almislardir
ve sirasiyla %83,3-97,6 ve %39,0-45,8 oraninda c¢imlenme degeri elde ettiklerini
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bildirmislerdir. Arastiricilarin yaptigi ¢calismanin sonuglar1 da bizim bulgularimizla paralellik
gostermektedir. Cimlenme i¢in mineral maddeye ihtiya¢ bulunmamaktadir ve kati ortamda

sivl ortama gore daha yliksek oranda ¢imlenme elde edilmistir.

Benzer sekilde, Hossain vd. (2024) Corchorus olitorius L. (var. 0-9897)’un tohum
cimlendirilmesi ile ilgili yaptiklar1 bir calismada, sterilize ettikleri tohumlarin ¢imlenmesi
tizerine ortamin fiziksel halinin etkisini aragtirmiglardir. Bu amagla pamuk destekli stvi MS ve
agar ile katilastirilmis MS kullanmislardir. Kiiltiirleri 20 °C ve 12/12 fotoperiyotta
tutmuslardir. Arastiricilar agar ile katilastiritlmis MS ortaminda %52 oraninda ¢imlenme elde
ettiklerini, pamuk destekli MS ortaminda ise %97 oraninda ¢imlenme elde -ettiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da bizimle paralellik gostermektedir. Bununla birlikte

benzer sonuglarin elde edildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Naher vd., 2003; Khatun, 1993).

Cimlenme iizerine 15181n etkisini irdeledigimizde ise tiirlin tohum ¢imlenmesinde 1518a
thtiya¢ duymadigini ancak 1s1k ile tesvik edildigini soyleyebiliriz (Sekil 4.1). Benzer sekilde,
C. olitorius Taiwan and 0-4 ¢esitleri ile C. capsularis D-154 ¢esidi ile gergeklestirdikleri
calismada tohumlar1 karanlikta ¢imlendirmislerdir (Abbas vd., 1997)

4.2.2. In vitro Cimlenme Uzerine GAs’iin Etkisi

Cimlenme tlizerine GA3z’lin etkisini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda GA3
(1, 2 ve 3 mg/l) igeren DS ortamlar1 kullanilmistir. Elde edilen ¢imlenme degerleri Sekil 4.2
de gosterilmektedir (Resim 4.4). En yiiksek ¢imlenme degeri 3 mg/l GA;z ‘te %49,1 olarak

elde edilmistir.

Cimlenme verileri, oncelikle arcsine doniisimii yapilarak tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmistir (Cizelge 4.2). Sonuglar, GA3z’lin ¢imlenme orani iizerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (p<<0,005).
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Sekil 4.2. C. olitorius tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi tizerine GAj ‘lin etkisi

Resim 4.4. Farkl konsantrasyonlarda GAj3 igeren in vitro kiiltiirler

Cizelge 4.2. C.olitorious tohumlarinin ¢gimlenmesi lizerine GA3 “iin etkisi

GA; (mg/l) Cimlenme Oram (%)
1 29,16 (0,5397) b
2 41,66 (0,6457) ab
3 49,10 (0,7014) a

Parantez igindeki rakamlar, arcsin donlsiim degerlerini gostermektedir. Ayni siitunda ayni harf ile

belirtilen ortalamalar, Duncan Coklu Karsilastirma Testi'ne gore p<0.05 hata sinirlari i¢inde istatistiksel
olarak farklilik géstermemektedir.

Giberellik asit dormansiyi ortadan kaldirmak icin kullanilan bir bitki biiyiime
diizenleyicisi olmasina ragmen tiim GA3 uygulamalarinda elde edilen ¢imleneme oranla higbir
bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen DS ortamina gore (%68,86) daha diisiiktiir. C. olitorius

tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine GAjz’iin pozitif bir etkisi bulunmamaktadir. Yaptigimiz
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literatiir aragtirmasinda tohum dormansisine sahip olmasina ragmen tiiriin tohum ¢imlenmesi
tizerine GA3z’lin etkisi ile ilgili ancak birka¢ ¢alismaya rastlanilmistir. Kitis ve Kaya (2018) da
GA; lin tiirlin tohum ¢imlenmesi ile ilgili olarak ¢alisma bulunmadigindan bahs etmistir. Ayni
arastiricilar tiirtin tohum ¢imlenmesi i¢in 200, 400 ve 600 ppm GAj3 i test etmislerdir. 200 ve
400 ppm GAgz’iin ¢imlenme degerinin kontroliin altinda kaldigini, ancak 600 ppm dozunda
%035,3 oraninda ¢imlenme gozlemlediklerini belirtmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglart da bizim

calismamizla parallelik gostermektedir.
4.3. Kallus Indiiksiyonu

Kallus indiiksiyonu ¢alismalarinda, in vitro ¢gimlenme sonrasit MS ortaminda biiyiitiilen
steril bitkilerden elde edilen kotiledon ve yapraklari eksplant olarak kullanilmistir (Resim
4.5). Kotiledonlar, MS ortaminda gelistirilen bitkilerden ¢imlenmeyi takiben 1 hafta sonra,
yaprak dokulart ise 4 ila 6 hafta sonra izole edilmistir. Her iki eksplant tipi, in vitro kiiltiirde
kallus indiiksiyonu agisindan farkli yanitlar gostermistir. Bununla birlikte her iki eksplant tipi
de kallus indiiksiyonu iizerine karanlik ve 16/8 fotoperiyotta farkl tepkiler vermistir (Cizelge
4.3, Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6)

Resim 4.5. Eksplant eldesi i¢in MS ortaminda kiiltiire alinan steril C. olitorius bitkicikleri
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Cizelge 4.3 C. olitorius 'un kotiledon eksplantlarinin 16/8 fotoperiyot kosullarinda kallus olusumu {izerine bitki
biliylime diizenleyicilerinin etkisi

Bitki Biiylime
Diizenleyicileri(mg/l) Kallus Morfolojisi
IAA NAA 24-D BA K"‘g:;ggulz%on Kallus rengi Kallus tiirii

- - - - 175(2499)f Kahverengimsi Kompakt
1 - - - 40,0(39,25)e Kahverengimsi yesil Kompakt
- - - 50,0(45,00) de Kahverengimsi yesil Kompakt
10 - - - 72,5(51,76) be Sarimst yesil Kompakt
- 1 - - 65,0(48,00) cd Sarimst yesil Kompakt
- 5 - - 85,0(60,34) ab Sarimst yesil Kompakt
- 10 - - 100,0(90,0) a Sarimst yesil Kompakt
- - 0,1 - 55,0(36,51) cde Yesil Kompakt
- - 1 - 625(41,43)cd Kremsi yesil Kompakt
- - 5 - 200(26,61)f Kremsi yesil Kompakt
5 - - 1 925(6537)a Sarimsi yesil Kompakt
- 5 - 1 100,0(90,00) a Yesil Kompakt
- - 1 1 90,0 (64,06) ab Kremsi yesil Kompakt

- - - 1 200(26,61)f Kahverengimsi yesil Kirilgan

Parantez igindeki rakamlar, arcsin doniisiim degerlerini gostermektedir. Ayni siitunda ayni harf ile belirtilen
ortalamalar, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi'ne gore p<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak farklilik
gostermemektedir.

Cizelge 4.4. C. olitorius 'un kotiledon eksplantlarinin karanlik kosullarda kallus olusumu tizerine bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkisi

Bitki Biiyiime
Diizenleyicileri (mg/1) Kallus Morfolojisi
IAA NAA 24-D BA Kallus indiiksiyon Kallus rengi Kallus yapisi
frekansi(%)
- ) ) ~ 00,0 (0,00) f - -
1 ) _ - 80,0(53,11) bc Kremsi yesil Kompakt
- - - 87,5(64,06) abc Sarimsi yesil Kompakt
10 } - - 92,5(65,37) ab Kahverengimsi yesil Kompakt
) 1 . - 75,0(48,55)¢c Yesil Kompakt
) 5 . - 90,0 (64,06) abc Yesil Kompakt
} 10 . - 100,0(90,00) a Yesil Kompakt
) ; 0,1 - 925(65,37) ab Kremsi yesil Kompakt
} ; 1 - 100,0(90,00) a Kremsi yesil Kompakt
) } 5 - 40,0(39,25)d Kremsi yesil Kompakt
5 - - 1 92,5(6537)ab Sarimsi yesil Kompakt
) 5 - 1 100,0(90,00) a Yesil Kompakt
3 ; 1 1 90,0 (64,06) abc Kremsi yesil Kompakt
3 ) . 1 20,0(26,61) e Kremsi yesil Kirilgan

Parantez igindeki rakamlar, arcsin doniisiim degerlerini gdstermektedir. Ayni siitunda ayni harf ile belirtilen ortalamalar,
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi'ne gore p<0.05 hata sinirlari i¢inde istatistiksel olarak farklilik gdstermemektedir.
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Cizelge 4.5. C. olitorius 'un yaprak eksplantlarinin 16/8 fotoperiyotta kallus olusumu iizerine bitki bilyiime
diizenleyicilerinin etkisi

Bitki Biiylime

Diizenleyicileri(mg/l) Kallus Morfolojisi

IAA NAA 24D BA Kalflrl;i;’r‘l‘slﬂ‘jl)y"“ Kallus rengi Kallus yapist
; ; . } 0,00 (0,00) g
1 - - - 67,5(5524) cd  Yesil Kompakt

- - - 80,0 (63,43) bc  Yesil Kompakt

10 - - - 87,5(69,30) ab  Sarimsi yesil Kompakt
- 1 - - 67,5(5524) cd  vesil Kompakt
- 5 - - 92,5(7411) ab  yesil Kompakt
- 10 - - 100,0 (90,00) a  yesil Kompakt
- - 0,1 - 35,0(36,27) e Sarimst yesil Kompakt
- - 1 - 55,0 (47,87)d Sarimst yesil Kompakt
- - 5 - 10,0 (18,43) fg  Sarims1 yesil Kompakt
5 - - 1 87,5(69,30) ab  Kremsi yesil Kompakt
- 5 - 1 100,0(90,00)a vYesil Kompakt
- - 1 1 75,0 (60,00) bc  yesil Kompakt
- - - 1 17,5(24,73) f Kremsi yesil Kirilgan

Parantez i¢indeki rakamlar, arcsin doniisiim degerlerini gostermektedir. Aymi siitunda ayni harf ile belirtilen ortalamalar,
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi'ne gore p<0.05 hata sinirlari i¢inde istatistiksel olarak farklilik géstermemektedir.

Cizelge 4.6. C. olitorius 'un yaprak eksplantlarinin karanlik kosullarda kallus indiiksiyonu iizerine bitki bilylime
diizenleyicilerinin etkisi

Bitki Biiyliime Diizenleyicileri Kallus Morfolojisi

(mg/l)
IAA NAA 24D BA Kag‘;f{;ﬁgfl(‘;go“ Kallus rengi Kallus yapist
- - - - 0,00 (0,00) e - -
- - - 925(6537)ab Kremsi yesil Kompakt
- - - 87,5(64,06) ab Sarimsi yesil Kompakt
10 - - - 100,0(90,00) a Kahverengimsi yesil Kompakt
- 1 - - 87,5(64,06) ab Yesil Kompakt
- 5 - - 100,0 (90,00) a Yesil Kompakt
- 10 - - 100,0(90,00) a Yesil Kompakt
- - 0,1 - 55,0(36,51)c Kremsi yesil Kompakt
- - 1 - 80,0(5311)b Kremsi yesil Kompakt
- - 5 - 25(29,94)d Kremsi yesil Kompakt
5 - - 1 100 (90,00) a Kahverengimsi yesil Kompakt
- 5 - 1 100 (90,00) a Yesil Kompakt
- - 1 1 85(60,34) ab Kremsi yesil Kompakt
- - - 1 17,5(2498)d Kahverengimsi yesil Kirilgan

Parantez i¢indeki rakamlar, arcsin doniisim degerlerini gostermektedir. Ayni siitunda ayni harf ile belirtilen ortalamalar,
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi'ne gore p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak farklilik gostermemektedir.
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Her iki eksplant tipinde de kallus olusumundan 6nce eksplantlarin 7-10 giin i¢inde
sisme ve uzama gozlemlenmistir. Kallus olusumu 6ncelikle eksplantlarin kesik uglarindan
baslamis ve 25-30 giin i¢inde eksplant tamamen kalluslasmistir. Kallus biiylime hiz1 ¢ok
hizliydi. Kalluslarin yapist farklilik gostermekte birlikte sadece tek basina BA igeren
ortamlarda elde edilen kalluslar yumusak gevsek ve kirillgan yapida iken diger ortamlarda elde
edilen kalluslar genellikle kompakt yapidadir. Bu siire zarfinda bazi kiiltiirlerde kallus
dokusundan kok olusumu da gézlemlenmistir (Resim 4.6). Benzer sekilde kallus kiiltiirlerinde
kok olusumu baska arstiricilar tarafindan da rapor edilmistir (Hossain vd., 2024).
Rizogenezis, genellikle kallus dokusunun herhangi bir boliimiinde goriilmiistiir. Kallus rengi

ise sarimsidan yesilimsiye ya da kahverengiye degismektedir.

Resim 4.6. Kotiledon eksplantlariin 1mg/l 1AA ilaveli MS ortaminda 16/8 fotoperiyotta kallus olusumu ve
rizogenezis

Ghosh ve Chatterjee (2009), tossa jiitiinde eksplantlarin kesilmis uglarinin 10-20 giin
icinde kallus olusturmaya basladigini ve 25-30 giin i¢inde tiim eksplantlarin kalluslasmaya
dahil oldugunu bildirmistir. Hossain vd. (2024) kiiltiiriin 7-10 giin sonrasinda eksplantlarda
sisme gozlemlenmis ve 14 giin i¢inde kallus boyutunun 5-10 cm'ye ulastigi belirtilmistir.
Ahmed vd. (2024) kallus tesviki i¢in kotidonlar1 eksplant olarak kullandigi bir ¢aligmada,
kiiltiir baslangicindan iki hafta sonra, (2,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA), (0,2 mg/l BAP + 1,0
mg/l 1AA), (0,75 mg/l NAA + 3,5 mg/l BAP + 0,75 mg/l IAA) ve sadece 2 mg/l BAP igeren
ortamda gevsek yapili ve kiiciik boyutlu (2,2-4,2 mm) kallus olusumu elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Kotiledon eksplantlarinin kallus tesviki denemelerinde tek basina oksin, tek basina
sitokinin ve her ikisinin kombinasyonunu iceren besi ortamlarinda kallus tesviki saglanmistir.
En yiiksek kallus degeri (%100) 10 mg/l NAA, 5 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ilaveli besi

ortamlarinda hem karanlik hem’de fotoperiyot sartlarinda elde edilmistir (Resim 4.7).
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Bununla birlikte 1 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortaminda da karanlik sartlarda kiiltiire alinan
kotiledon eksplantarinda en yiiksek kallus degeri elde edilmistir. Kallus olusum frekanslarina
bakildiginda en etkili oksinin NAA oldugu sdylenebilir. Abbas vd. (1997) Kkotiledon
eksplantlarindan Kallus tiretimi i¢in sitokinin gerekli oldugunu belirtmislerdir, ancak
arastiricilar caligmalarinda daha diisiik konsantrasyonda oksin kullanmiglardir. Bizim
calismalarimizda kallus olusumu ig¢in sitokinine ihtiya¢ duyulmamaktadir. Yine farklt bir
calismada arastiricilar kotiledon eksplantlarimini diisiik konsantrasyonda (0,5:3,0 mg/l)
IAA:BA kombinasyonunda direkt siirgiin olusumunu tesvik ettigini belirtmislerdir (Huda vd.,
2007). Hoque vd. (2010) ise 2,5 mg/I BA + 0,5 mg/l IAA ilaveli MS ortaminda kallus tesviki
sagladiklarini belirmislerdir. Hossain vd. (2024) ise 2,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IAA igeren MS
ortaminda %96 oraninda sarimsi-yesil ve kahverengi kallus elde ettiklerini bildirmislerdir.
Ahmed vd. (2024) yaptig1 bir ¢calismada ise en yiiksek kallus tesvikini (%15,8) 0,75 mg/l NAA
+ 3,5 mg/l BAP+ 0,75 mg/l IAA i¢eren MS ortaminda elde ettiklerini bildirmislerdir.
Gilintimiize dek yapilan ¢aligsmalar incelendiginde kotiledon eksplantlarindan kallus olusumu
izerine karanlik kosullarin etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanilmistir. Bizim
elde edttigimiz verilere dayanarak karanlik sartlarda kiiltiire cevabin daha yiiksek oldugunu

sOyleyebiliriz.
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Resim 4.7. Kotiledon eksplantinin 10 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda 16/8 fotoperiyotta olusan kalluslar.

Yaprak eksplantlarindan kallus tesviki incelendiginde kotiledon eksplantlarina benzer
sekilde sonuclar elde edildigi goriilmektedir. Yaprak eksplantlarinda da tek basina oksin, tek

basina sitokinin ve her ikisinin kombinasyonunu iceren besi ortamlarinda kallus tesviki
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saglanmistir. En yiiksek kallus degeri (%100) 10 mg/l NAA, 5 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ilaveli
besi ortamlarinda hem karanlik hem de fotoperiyot sartlarinda elde edilmistir (Resim 4.8 ve
Resim 4.9). Bununla birlikte tek basina 5 mg/l NAA, 10 mg/l IAA, IAA:BA (5:1 mg/l)
kombinasyonlarinda karanlik sartlarda kiiltiire alinan yaprak eksplantarinda da %2100 kallus
tesviki saglanmistir (Resim 4.9). Kotiledon eksplantlarinin kiyasla yaprak eksplantlarinda
daha yiiksek oranda kalluslar elde edilmistir. Her iki eksplant tipinde de etkili oksin NAA

olarak belirlenmistir.

Resim 4.9. 10 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda karanlikta kiiltiire alinan yaprak eksplantindan olusan kallus
goriintist

Yaptigimiz literatiir taramalarinda, hipokotil, epikotil ve kotiledon gibi bitki
kisimlarmin in vitro kiltiiri tizerine ¢alismalar bulunmakla birlikte, yaprak eksplantlarinin

kullanildig1 herhangi bir in vitro ¢alismaya rastlanmamistir. Bu denemede elde edilen veriler,
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bu agidan literatiire katki saglayarak alandaki ilk 6rnek olma 6zelligini tagimaktadir. Ayrica,
bir bitkinin yalnizca iki kotiledona sahip oldugu ve buna kiyasla ¢ok sayida yaprak gelistirdigi
g6z Oniine alindiginda, yaprak eksplantlarinin kullanimiyla yapilacak sonraki ¢alismalara da

yol gosterici bir nitelik tasidigi soylenebilir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada, Corchorus olitorius L. tohumlarimin canlilik, in vitro ¢imlenme ve kallus
indiiksiyonu {izerine yapilan arastirmalarin sonuglar1 degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular

asagidaki 6nemli sonuglar1 ortaya koymaktadir:

Tetrazolium testi ile yapilan analizlerde, C. olitorius tohumlarinin %80 oraninda
canlilik gosterdigi tespit edilmistir. Tohum canliligi, tohum kalitesinin 6nemli bir bileseni

olup, diger kalite 6zelliklerine gore daha bliyiik bir 6neme sahiptir.

Tohum sterilizasyonu i¢in Onerilen yontem ile %100 steril kiiltiirler elde edilmistir.
Hamish ve Sue (1998) tarafindan 6nerilen daha karmasik sterilizasyon yontemlerine kiyasla,
bu yontemin uygulanabilirligi daha kolay ve etkili bulunmustur. In vitro ¢imlenme
denemelerinde, besi ortaminin fiziksel durumu ve 15181n etkisi arastirilmistir. DS ortaminda,
16/8 fotoperiyotta en yiiksek ¢imlenme orani %68,86 olarak elde edilmistir. Karanlik
kosullarda ise en yiiksek ¢imlenme oran1 %44,44 olarak yine DS ortaminda gézlenmistir. Bu
bulgular, besi ortaminin mineral madde igeriginin artisinin ¢imlenme {izerinde olumsuz bir
etkisi oldugunu gostermektedir. GA3 uygulamalariin ¢imlenme tizerindeki etkisi incelenmis
ve en yiiksek ¢imlenme orani %49,1 olarak 3 mg/l GAszigeren DS ortaminda elde edilmistir.
Ancak, genel olarak GAjz uygulamalar1 kontrol grubuna gore daha diisiikk ¢imlenme oranlari

gostermistir.

Yaprak eksplantlarimin kallus tesvikine iliskin bulgular, kotiledon eksplantlariyla
benzerlik gostermektedir. Yaprak eksplantlarinda da tek basina oksin, tek basina sitokinin ve
her ikisinin kombinasyonunu igeren besi ortamlarinda kallus tesviki saglanmistir. Elde edilen
en yiksek kallus degeri (%100), 10 mg/l NAA, 5 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ilaveli besi
ortamlarinda hem karanlik hem de fotoperiyot kosullarinda kaydedilmistir. Ayrica, yalnizca 5
mg/l NAA, 10 mg/l IAA ve IAA: BA (5:1 mg/l) kombinasyonlar1 kullanilarak karanlik
kosullarda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda %100 oraninda kallus tesviki saglanmistir.

Bu sonuglar, yaprak eksplantlarinin kallus olusumundaki verimliligini vurgulamaktadir.

Kotiledon eksplantlarina kiyasla, yaprak eksplantlarinda daha ytiksek kallus oranlari
elde edilmesi, bu eksplantlarin in vitro kiiltiir calismalarinda potansiyel bir kaynak olarak
kullanilabilecegini ve gelecekteki ¢aligmalarda bu materyalin tercih edilebilecegini

desteklemektedir.
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Bu ¢alismanin sonuglari, Corchorus olitorius L. tohumlarmin canliligi, ¢imlenmesi ve
kallus olusumu {izerine Onemli bulgular sunmaktadir. Tohumlarin yiiksek canlilik ve
¢imlenme oranlari, bu tiiriin tarimsal iiretimde kullanim potansiyelini artirmaktadir. Kallus
kiltiirleri, sekonder metabolit ve biyoteknolojik uygulamalar agisindan biiyiik ©nem
tasimaktadir. Bitki, saglikli beslenme agisindan degerli sekonder metabolitler (flavonoidler,
polifenoller, vitaminler) iiretebilme kapasitesine sahip bir bitkidir; bu metabolitler bitkinin
stres kosullarina kars1 direncini artirirken antibakteriyel ve antioksidan Ozellikler sunar.
Yiiksek kallus oranlari, bu metabolitlerin iiretimi igin uygun bir yol saglar. Ayrica, in vitro
kiiltiir teknikleri, tiiriin genetik modifikasyonlar1 i¢in bir temel olusturabilir. Somaklonal
varyasyon, in vitro kosullarda gozlemlenen genetik cesitlilik olarak, yeni ve istenen
Ozelliklere sahip bitkilerin daha hizli elde edilmesine olanak tanir. Verimli bir iiretim siireci,
ekonomik olarak degerli sekonder metabolitlerin elde edilmesini destekleyerek, bitkinin
tarimsal tretimdeki roliinii giiclendirir. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma, Corchorus olitorious
bitkisinin biyoteknolojik potansiyelini artirmak ve sekonder metabolit iiretimini optimize
etmek amaciyla Onemli veriler sunarak, gelecekteki arastirmalar icin saglam bir temel

olusturmaktadir.
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