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OZET

OLMEZ OTU (Helichrysum italicum (ROTH) G. DON) BITKISININ in vitro
MIiKROCOGALTIMI

Ibrahim UZ

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Seyda SAVALAN

Giiney Marmara ve Ege bolgesinde yayilis gosteren 6lmez otu bitkisi (Helichrysum italicum
(Roth) G. Don) kurak ve yar1 kurak bolgelerde yetistirilebilmektedir. Ayrica zengin ugucu yag
ve sekonder metabolit igeriginden dolay1 gelencksel tedavi yontemleri dahil modern tip ve
kozmetik alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bitkilerin in vitro kosullarda siirgiin rejenerasyonu
yoluyla ¢ogaltilmasi bir¢ok bitki tiiriinde basari ile yapilmis olmasina ragmen, 6lmez otunda
doku kiiltiirii lizerine yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Bu ¢aligmanin amaci, 6lmez otu
bitkisinde doku kiiltiirii ¢alismasinin optimizasyonunun yapilmast ve bir sonraki in vitro,
molekiiler ve sekonder metabolit ¢aligmalarina zemin saglamaktir. Bunun yani sira bolgede
kiltir tarimi igin saglikli ve hastaliksiz fide iretimi yonteminin optimize edilerek bitkiyi
tanitmaktir. Eksplantlarin sterilizasyon asamasinda ti¢ farkli (%15, %25 ve %35) ¢amasir suyu
konsantrasyonu 10 ve 20 dk siire ile denenmistir. En basarili sonug¢ 10 dk %35 ¢amasir suyu
iceren ortamdan elde edilmistir. Steril edilen eksplantlar siirgiin rejenerasyonu i¢in BAP, GA
ve NAA bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS ve Gamborg B5 besin ortamlaria
aktarilmistir. Eksplantlarda en iyi rejenerasyon 0,5 mg BAP, 1mg/L GA ve 0,2 NAA igceren MS
ortaminda elde edilmistir. Gamborg BS5 iceren denemelerde herhangi gelisim gdzlenememis
olup eksplantlarda vitrifikasyon ve kararma olusmustur. Dort hafta sonunda 3 cm uzunluga
ulasan siirgiinler koklendirme ortamlara (0 MS, 0,5 mg IBA, 1 mg IBA, 1,5 mg ve 2 mg IBA
iceren MS ve 2MS) alinmustir. Hazirlanan tiim ortamlarda dort hafta igerisinde %100 koklenme
goriilmiistiir. Mikrogogaltim ¢alismalar1 sonucu ii¢ ay igerisinde koklenmis bitkiler
aklimatizasyon asamasina alindiktan sonra seradaki saksilara ve bir ay sonra tarlaya

aktarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Helichrysum italicum, Olmez otu, Rejenerasyon, Aklimatizasyon, %» MS,
Gamborg B5



ABSTRACT

in vitro MICROPROPAGATION OF IMMORTELLE GRASS (Helichrysum italicum
(ROTH) G. DON)

Ibrahim UZ

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Seyda SAVALAN

Immortelle grass (Helichrysum italicum (Roth) G. Don), which spreads in the Southern
Marmara and Aegean regions, can be grown in arid and semi-arid regions. In addition, due to
its rich essential oil and secondary metabolite content, it has an important place in modern
medicine and cosmetics, including traditional treatment methods. Although the propagation of
plants by shoot regeneration in vitro has been achieved in many plant species, studies on tissue
culture in immortelle are quite limited. This study aims to optimize the tissue culture study in
immortelle and provide a basis for the next in vitro, molecular, and secondary metabolite
studies. In addition, it promotes the plant by optimizing the healthy and disease-free seedling
production method for cultural agriculture in the region. Three different (15%, 25% and 35%)
bleach concentrations were tested for 10 and 20 minutes during the sterilization phase of the
explants. The most successful result was obtained in the medium containing 35% bleach for 10
minutes. Sterilized explants were transferred to MS and Gamborg B5 nutrient media containing
BAP, GA, and NAA plant growth regulators for shoot regeneration. The best regeneration in
explants was obtained in MS medium containing 0,5 mg BAP, 1 mg/L GA, and 0.2 NAA. No
growth was observed in trials containing Gamborg B5, and vitrification and darkening occurred
in the explants. After four weeks, the shoots reaching a length of 3 cm were taken into MS and
AMS medium containing 0 MS, 0,5 mg IBA, 1 mg IBA, 1,5 mg and 2 mg IBA as rooting
medium. 100% rooting was observed in all prepared media within four weeks. As a result of
micropropagation studies, the rooted plants were transferred to the acclimatization stage within

three months and then transferred to the pots in the greenhouse and to the field one month later.

Keywords: Helichrysum italicum, Immortelle plant, Regeneration, Acclimatization, 2 MS,
Gamborg B5
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1. GIRIS

Insanlar antik ¢aglardan bu yana hastaliklarin tedavisi i¢in dogada ilag aramislardir. O
donemlerde hangi bitkinin hangi sekilde kullanilmasi gerektigi konusunda yeterli bilgi
olmadigindan dolayr deneme yanilma yoluyla birgok hastalik dogadan toplanan tibbi ve
aromatik bitkiler ile tedavi edilmistir. Zamanla belirli tibbi bitkilerin bazi1 hastaliklarin
tedavisinde kullanilma nedenleri kesfedilmeye baslandike¢a sifali bitkilerin kullanimi giderek
ampirik ¢ergeveyi terk etti ve agiklayict ger¢eklere dayandi. 16. yiizyilda iatrokimyanin ortaya
cikisina kadar bitkiler tedavi ve korunma kaynagiydi. Bununla birlikte, sentetik ilaglarin azalan
etkinlikleri ve kullanimlarinin artan kontrendikasyonlari, dogal ilaglarin kullanimini yeniden

giindeme getirmistir (Petrovska, 2012).

Tibbi aromatik bitkilerin oldukga biiyiik bir kismi1 floradan toplanarak i¢ ve dis piyasaya
stiriilmektedir. Ancak son yillarda bu bitkilerin kiiltiir tarimi1 yayginlastirilmaya ¢aligilmaktadir.
Tarim ve Orman Bakanlig1 bu konuda alternatif tarim tirlinleri projeleri ile ¢iftgilere destek
saglayarak kiiltlir tariminin yayginlasmasia katki saglamaktadir (Tasg1, Atilabey, Yiiksel,
Uzunoglu ve Oral, 2015).

Olmez otu (Helichrysum italicum) Asteraceae familyasina ait, ¢ali formunda ve ¢ok
yillik bir bitkidir (Sekil 1.1). Sar1 renkli ¢igekleri, tiiylii yaprak ve govdesi bulunup 90 cm kadar
boylanabilmektedir. Gosterisli ¢igeklerinin uzun siire goriiniisiinii korudugundan dolayr halk
arasinda Olliimsiiz ¢igek, solmaz ¢icek ve 6lmez otu olarak bilinmektedir. Ayrica uzun siire

etkisini siirdiirebilen keskin bir kokuya sahiptir (Aksoy, Hamzaoglu ve Budak, 2011).

Cizelge 1.1. Helichrysum italicum bitkisinin sistematigi (Buran, 2021)

Boliim Spermatophyta
Alt bolim Angiospermae
Sinif Dicotyledoneae
Alt siif Asteridae
Takim Asterales
Familya Asteraceae
Cins Helichrysum
Tiir Helichrysum italicum
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https://antropocene.it/en/2017/05/20/helichrysum-italicum/ (Erisim Tarihi: 03.05.2022)

Sekil 1.1. H. italicum bitkisinin genel gériinimi

Bu cinsin diinya genelinde yayilim gosteren 600°den fazla tiiri bulunmaktadir.
Anavatan1 Afrika (Giiney Afrika'da 244 tiir) (Sekil 1.3.), Madagaskar, Avustralya, Asya ve
Avrasya’dir. Ayrica; Amerika, Iskandinavya, Atlantik, Avrupa, Balkanlar, Rusya, Sibirya,
Kafkasya, Kiigiik Asya, Orta Asya, Mogolistan, Cin ve Tiirkiye’nin bozkirlarinda kumlu ve
yar1 sert topraklarinda yetismektedir (Umaz ve Umaz, 2020). Helichrysum italicum tiirii
Tiirkiyede Giliney Marmara ve Ege bolgesinde yayilim gostermektedir (Sekil 1.2.) (Gliner ve
Aslan., 2012).



Sekil 1.2. Helichrysum italicum tiiriiniin Tiirkiye’de yayilimi (Giiner vd., 2012.)

Helichryusum

Native {incl. archaeophytes)
{Presumably}) extinct
Naturalised alien

Alien (status unknown)
Casual alien

Botanical Museum, Helsinki, Finland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germany

https://euromed.luomus.fi/euromed_map.php?taxon=416187&size=medium (Erigim Tarihi: 03.05.2022)

Yesil: Dogal yayilis, kirmizi: Nesli tiikenmis, kahverengi: Sonradan dogallastirilmis, turuncu: Bolgeye disardan
getirilmig, sari: Gegici siireligine yetistiriciligi yapilan bolge.

Sekil 1.3. Helichrysum cinsinin Diinya’da yayilim gosterdigi alanlar



Helichrysum cinsinin adi, sirasiyla "gilines" ve "altin" anlamina gelen Yunanca "helios"
ve "chryos" sozciiklerinden tiiretilmistir (Perrini, Morone-Fortunato, Lorusso ve Avato, 2009a).
Helichrysum tiirleri Tiirkiyede bir¢ok farkli isimle bilinmektedir. Bunlardan en yaygin olanlari
0lmez otu ve altin otu’ dur. Ayrica; 6lmez ¢igek, solmaz ¢icek, yayla ¢icegi, sar1 solmaz ¢igek,
arasaltin otu, Artvin 6lmezi, Sivas 6lmezi, Erzincan altin otu, kaya 6lmezi, yayla giili, yayla
hencecaligi, bobrek altin otu, hencecalik, kadim altin otu, maranda, alaycik ¢i¢egi, saman
cicegi, gililazar, kocamangicegi, beyazkurna, mantuvar, savran, kalisar ¢igegi, bozoglan, kirmizi
guddeme, kudama, mant1 ¢igegi, reskoaltin otu ve giimiis hencecalik olarak da bilinmektedir
(Demirbas ve Ates, 2021).

Bu cins, Tiirkiye florasinda 15'i endemik olan ve Anadolu'da yaygin olarak bulunan 27
taksonla temsil edilmektedir (Albayrak, Aksoy, Sagdi¢ ve Hamzaoglu, 2010). Helichrysum
tiirleri kendisine 6zgii morfolojik 6zellikleri, ¢igek yapisi ve renkleri sayesinde siis bitkisi degeri
tasimaktadir. Ayrica, bitkinin 6zellikle ¢icek kismindan ve vejetatif aksamindan elde edilen
esansiyel yaglar ve diger sekonder metabolitlerin antienflamatuar, antialerjik ve antimikrobiyal

etkisinin oldugu bilinmektedir (Dimitrova ve Nacheva, 2018).

Homeros’un derledigi “Odesa” destaninda anlatilan bir efsaneye gore Phaeacia adasinda
gemi kazasi geciren Ulysses, adanin kralinin kizi1 Nausicaa ile tanigir. Nausicaa 6lmez otundan
elde edilen ve altin yag olarak adlandirilan yaga atfedilen giizelligi ile bilinmektedir. Ulysses’
in kazada aldig1 agir yaralarinin iyilesmesi i¢in bu yagdan hediye edilmistir (Verma, Verma,
Pandey ve Chakrabarty, 2021). O donemlerden bu yana bilindigi iizere 6lmez otu yag1 kozmetik
ve tibbi amaglarla kullanilmaktadir. Halk arasinda ozellikle karaciger, safra, mide, cilt ve

bobrek rahatsizliklarinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Dimitrova ve Nacheva, 2018).

Olmez otu biyokimyasal bilesenler agisindan oldukga zengin bir bitkidir. Bulundurdugu
biyokimyasal bilesenler ve miktarlar1 bilesenlerin izole edildigi bitki aksamina, bitkinin
bulundugu déneme ve bitkinin yetistirme kosullarina gore farklilik gostermektedir. Baglica
bulunan bilesenler ise a-pinene, 2-methylcyclo-hexyl pentanoate, neryl acetate, 1,7-di-epi-
ocedrene, y-curcumene ve thymoldiir (Ningevi¢, Grdisa, Satovi¢ ve Jug-Dujakovi¢, 2019).
Bulundurdugu bilesenler iizerine yapilan ¢alismalarda 6zellikle a-pinene bileseninin T 16semi
hiicreleri, akciger ve serviks kanseri hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gdstererek kanserin

ilerlemesini 6nledigi bildirilmistir (Staver vd., 2018).



Olmez otu ayn1 zamanda dogal boyar madde olarak da kullanilmaktadir. Sardinya adas1
yerlilerinin yoresel halk kiyafeti {iretiminde kullanmak {izere 6lmez otunun ¢igeklerini dut
yapraklari ile karistirarak ipek boceklerine yedirilmesi ile dogal olarak sari renkte ipek elde

ettikleri bilinmektedir (Sekil 1.4.) (Appendino vd., 2015).

Sekil 1.4. Olmez otu cicekleri ile beslenen ipek boceklerinden elde edilen ipek ile islenmis sal
takan Sardinya adasi yerlisi (Appendino vd., 2015)

Yetistirme kosullar1 bakimindan segici olmayan 6lmez otu, tarima elverissiz arazilerin
degerlendirilmesi acisindan biiylik 6neme sahiptir. Kurakliga karsi dayanikliligl ise susuz

arazilerde de verim alinabilmesini saglamaktadir (Antunes vd., 2018).

In vitro mikrogogaltim; bir bitki par¢asinin aseptik kosullarda ve kontrollii ortamlarda
bitkinin totipotensi yeteneginden faydalanarak cok fazla sayida klonal iiretimine olanak
saglamaktadir. Mikrogogaltim sonucu elde edilen bitkilerin genetik olarak ayni olmasi ve
benzer formlarda olmas1 mikrogogaltimimn en énemli avantajlarindandir. Olmez otu ¢ok kiiciik
tohumlara sahip olmasi ve ¢cimlenme performansinin diisiik olmasindan dolay1 ¢ogaltilmas1 zor
bir bitkidir. Celikle ¢ogaltim yonteminde ise her bir 6lmez otu fidesinden alinabilecek ¢eliklerin
sinirlt sayida olmasindan dolay1 yliksek miktardaki fide ihtiyaglarinin karsilanmasi oldukca

zordur. Olmez otunun in vitro mikrogogaltimi bu sorunlarin asilmasini saglamaktadir. Bu



yiizden bu tezde 6lmez otunun in vitro mikrogogaltiminin optimizasyonu yapilarak hem ticari

olarak iiretimine hem de daha sonra yapilacak in vitro calismalara katki saglanmis olacaktir.
1.1  Literatiir Ozeti

Andrade vd. (1999) Lavandula vera’da yaptiklart mikrogogaltim ¢alismasinda
halihazirda in vitro’da bulunan lavantalarin siirgiinlerini eksplant olarak kullanmislardir.
Siirgilin gelistirme ortamlarinda bitki biiyiime diizenleyici olarak BA, TDZ, KIN ve 2-iP farkli
konsantrasyonlarda kullanilmistir. Geligen siirglinlerden elde edilen verilere gére BA ve TDZ
iceren ortamlar diger ortamlara gore daha iyi sonug verdigi bildirilmistir. Bu iki bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ise 1 mg/L konsantrasyonu en iyi sonucu vermigtir. Siirglinlerin
koklendirilmesi i¢in IBA ve NAA kullanilan bu ¢alismada MS’in %4 oranda seyreltilmisi ile
normal orani da kiyaslanmistir. Koklendirme ortamlarinda en iyi sonug 2 MS 0,2 mg/L NAA

iceren ortamda elde edilmistir.

Clasquin ve Henry (2002) Helichrysum arenarium’da yapmis olduklari mikrogogaltim
caligmasinda stirgiinler eksplant olarak tercih edilmistir. Siirglinlerin yiizey sterilizasyonu
asamasinda ise akan su altinda bekletilmis olan siirgiinler 0,1 M KMnOj soliisyonunda 30 dk,
%70’1ik EtOH soliisyonunda 1 dk, %15°lik H20: soliisyonunda 15 dk ve %12’lik NaOClI
soliisyonunda ise 10 dk siire ile manyetik karistirici tizerinde karistirilmistir. Steril saf su ile
durulanan eksplantlar 1 mg/L 2,4-D igeren MS ve Gamborg B5 besin ortamlarina aktarilmistir.
Elde edilen sonuglara gére 1 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda Gamborg B5 besin
ortamina gore daha ¢ok kallus olustugu goriilmiistiir. Ancak her iki besin ortaminda da siirgiin
gelisimi gézlemlenmemistir. Ayrica yapilan bu ¢calismada 6lmez otunun yapraklariin ¢ok tiiylii

oldugundan dolay1 kontaminasyon sorununun asilmasinin zor oldugu bildirilmistir.

Giovanni vd. (2003) H. italicum ve H. stoechas’ta yaptiklari ¢aligmada siirgtinlerin
meristematik uglar1 eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu igin
%70’lik EtOH soliisyonunda 30 sn bekletildikten sonra %1 NaClO ve iki damla Tween 20’den
olusan soliisyonda 20 dk bekletilmistir. Ardindan steril saf su ile lic defa durulama islemi
yapilarak yiizey sterilizasyonu asamasi tamamlanmistir. Steril edilmis eksplantlar hormonsuz
MS ortamlarina aktarilarak steril kalan eksplant verileri alinmigtir. Sterilizasyonda H.
italicum’da %88, H. stoechas’ta ise %69,5 basar1 elde edilmistir. Siirgiin gelisimi i¢in BAP 1n

1,33 uM ve 2,66 uM konsantrasyonlar1 kullamlmustir. iki tiirde de en iyi siirgiin gelisimi 2,66



uM BAP igeren denemelerde elde edilmistir. Koklenme igcin IAA ve NAA’nin farkl

konsantrasyonlar1 kullanilmis olup denemelerin hepsinden %100 basarili sonug elde edilmistir.

Perrini vd. (2009) yapmis olduklar1 g¢alismada in vitro kosullarda 6lmez otu
yapraklarindan organogenezis ile rejenerasyon saglamiglardir. Besin ortami olarak MS ve NN
besin ortamlarini kombine ederek ve ekleme yaparak modifiye etmislerdir. MS makro
elemenleri, NN mikro elementleri, FeEEDTA (30 mg/L), thiamine HCL (0,4 mg/L) ve myo-
inositol (100 mg/L) ile olusturduklar1 besin ortamina TDZ ve NAA farkli konsantrasyonlarda
eklenmistir. Yaprak eksplantlar1 10 mm uzunlugunda kesilip hazirlanmis olan ortamlara
aktarilmigtir. Petri kaplarindaki eksplantlarin 30 giinliik gelisimleri gézlemlenip rejenere olan
stirgiinler alt kiiltiire alinmigstir. Ardindan siirgiinler hormon icermeyen besi yerlerine aktarilip
koklenmesi saglanmistir. Yapilan bu ¢alismada 6lmez otu bitkisinin organojenik kapasitesinin
yiiksek oldugu bildirilmistir. Koklenme istatistigi incelendiginde ise hormon bulunmayan

ortamda %100’e yakin koklenme elde edildigi belirtilmistir.

Morone-Fortunato vd. (2010) yapmis olduklar1 ¢galismanin mikrogogaltim kisminda H.
italicum’un apikal ve aksillar tomurcuklar1 eksplant olarak kullanilmistir. Calismada H.
italicum’un Italya’nin farkli lokasyonlarmdan toplanan 20 farkli genotipi kullanilmustir.
Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu %0,1 (w/v) HgClz soliisyonu ile 15 dk ¢alkalandiktan sonra
steril saf su ile durulanarak gerceklestirilmistir. Temel besin ortam1 olarak BM kullanilan bu
caligmada siirgiin gelisimi i¢in bitki biiylime diizenleyici olarak 1 mg/L BAP + 0,2 mg/L IBA
kullanilmistir.  Genotiplerin siirgiin gelistirme performansina bakildiginda 16 genotipin
%50’nin {izerinde siirglin gelisimi gozlemlenirken kalan 4 genotipte %33-47 arasinda siirgiin
gelisimi gdzlemlenmistir. Koklendirme ¢alismasinda ise bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen
ortam ile 0,2 mg/L IBA igeren ortamlar denenmistir. Elde edilen sonuglara gére her iki ortamda
da %50-100 arasinda koklenme goriilmiistiir. Sonug olarak bu c¢alismada farkli genotiplerin

mikrogogaltim asamalarinda biiyiik farkliliklar1 gosterdigi bildirilmistir.

Petrova vd. (2015) adacayinda yaptiklar1 mikrogogaltim c¢alismasinda ise eksplant
olarak in vitro’da ¢imlendirdikleri tohumdan elde ettikleri siirgiinler kullanilmistir. Siirgiin
gelistirme ortamlarinda temel besin ortam1 olarak MS ve bitki biiyiime diizenleyicisi olarak
BAP, ZT, TDZ ve 2-iP’nin IAA ile kombinasyonlar1 kullanilmistir. Siirglin gelistirmede en iyi
sonucun elde edildigi ortam 0,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L IAA oldugu belirtilmistir. Koklendirme
ortaminda 2 MS besin ortamina %?2 sakkaroz, 20 mg/L maya ekstrakt: ve 10 mg/L Askorbik

asit eklenmistir. Koklendirme ortaminda bitki biiyiime diizenleyicileri olarak IAA, IBA ve



NAA’nm 0,1-1 mg/L konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Koklendirmede en iyi sonucun elde

edildigi ortamin ise 1 mg/L IBA igeren ortam oldugu bildirilmistir.

Figas vd. (2016) H. arenarium’da yapmis olduklar1 ¢alismada eksplant olarak siirgiin
uclarimi kullanmislardir. Eksplantlar 6n sterilizasyon olarak bol su ile yikanmis ve ardindan
%70 EtOH soliisyonunda 1 dk bekletilmistir. Ardindan %9 Ca(OCl2) ve Tween 20 igeren
soliisyonda 12 dk bekletilip daha sonra steril saf su ile durulanarak yiizey sterilizasyonu
tamamlanmustir. Steril edilen eksplantlar kontrol olarak bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen
MS ortamu ile birlikte 1, 3, 4 ve 5 mg/L KIN ve 1, 3, 4 ve 5 mg/L KIN + 0,5 IAA bitki biiyiime
diizenleyicilerini iceren MS ortamlarina aktarilmistir. En yiiksek siirgiin olusumu 5mg/L KIN
ile 0,5mg/L TAA igeren ortamlarde elde edilmistir. Siirglinlerin kdklendirilmesi 0 MS, 0,5mg/L
IAA ve 0,5mg/L IBA ortamlarinda denemeler kurulmustur. Bu denemelerin sonuglarina gore
10 haftanin sonunda en yiiksek koklenme orani, kok sayisi ve kok uzunlugu agisindan en iyi
ortamin 0,5mg/L IBA oldugu goriilmiistiir. Aklimatizasyon asamasinda bitkilerin sulanmasinda
normal suyun yani sira %25 MS igeren sulama suyu kullanilmistir. Bir ayin sonunda normal su
ile sulamada %356 basarili sonug elde edilirken %25 MS iceren su ile yapilan sulamada %74,67

basarili sonug elde edilmistir.

El-Banna (2017) kekik bitkisinde yaptig1 mikrogogaltim ¢alismasinda siirgiin uglari ve
koltuk alt1 tomurcuklar1 kullanilmigtir. Eksplantlar deterjan ile yikandiktan sonra birkag saat
akan su altinda bekletilmistir. Ardindan %3 sodyum hipoklorit soliisyonunda 12-15 dk
bekletilip steril saf su ile durulanarak yiizey sterilizasyonu yapilmistir. MS temel besin ortamina
%?3 sakkaroz ve %0,7 agar eklenerek hazirlanan besin ortamlarina farkli oranlarda bitki biiytime
diizenleyicileri eklenmistir. Siirglin gelisimi i¢in bitki bliylime diizenleyicisi olarak BA, KIN,
TDZ ve 2ip 0-3mg/L olarak kullanilmistir. Siirgiin uglarinda en iyi siirgiin gelisimi 1mg/L KIN
igceren besin ortamina elde edilmistir. Koltuk alti tomurcuklarinda ise en iyi siirgiin gelisimi
2mg/L BA igeren besin ortaminda elde edilmistir. Koklendirme asamasi icin IBA, NAA ve [AA
0-1,5mg/L olarak kullanilmigtir. Bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmayan ortamlarda %75
koklenme goriiliirken 1,5mg/L IBA, Img/L NAA ve 1,5mg/L NAA igeren ortamlarda %100

koklenme goriilmiistiir.

Dimitrova ve Nacheva (2018) yapmis olduklari ¢aligmada ise eksplant olarak H.
italicum’un taze siirgtinleri kullanilmigtir. Steril edilmis siirgiinler 5 uM BAP + 0,005 uM IBA,
5 uM KIN + 0,005 uM IBA ve 5 uM Zeatin + 0,005 uM IBA igeren DKW ve MS besin
ortamlar1 kullanilmistir. En yiiksek stirgiin gelisimi KIN iceren DKW besin ortamlarindan elde



edilmistir. En yiiksek siirgiin c¢ogalmasi ise BAP igceren MS ve DKW ortamlarinda
gerceklesmistir. Siirglinlerin koklendirilmesi i¢in IBA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlari
kullanilmistir. Yapilan ¢alismada NAA iceren ortamlarda %60-80 basarili sonug elde edilirken
kontrol ve IBA’l1 ortamlarda ise %90-100 basarili sonug elde edilmistir.

Kozhuharova vd. (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada eksplant olarak H. italicum’da
farklt ¢ogaltim tekniklerinin kiyaslamasi yapilmistir. Caligmada in vitro kosullarda tohum
¢imlendirme ve siirgiin uglarindan mikrogogaltim denemeleri yapilmistir. Sera kosullarinda ise
hidroponik ortamda g¢elik koklendirmesi yapilmistir. Tohum g¢imlendirme denemesinde
tohumlara %0,1 GA uygulanarak ¢imlenme orant %?24,4 arttirilmistir. Mikrogogaltim
denemesinde eksplant bagina 6,4 siirglin gelisimi ile 2 mg BAP + 0,2 mg NAA iceren MS
ortaminda elde edilmistir. Hidroponik ortamda yapilan ¢elik kdklendirme denemeesinde ise

%77,8 oraninda basar1 elde edilmistir.

Royandazagh (2019) Lilium candidum’da yaptigi mikrogogaltim ¢alismasinda eksplant
olarak sogan kullanilmistir. Soganlarin yiizey sterilizasyonu i¢in 1-2 damla ticari deterjan ile
yikadiktan sonra 3 saat akan su altinda bekletilmistir. Ardindan %70 EtOH soliisyonunda 3 sn
bekletilmistir. Daha sonra %50 ticari ¢amasir suyu ¢ozeltisinde 10 dk manyetik karistiricida
tutulmustur. Durulamak i¢in ti¢ kere 5 dK siire ile steril saf sudan gegirilmistir. Besin ortamlari
MS, %3 sakkaroz, %0,7 bitki agari, aktif karbon ve bitki bitylime diizenleyicisi olan TDZ ve
NAA’nm farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanmistir. Steril edilen soganlarin saglikli
ve geng pul yapraklar1 kabin icerisinde ayrilarak besin ortamlarina aktarilmistir. Ekpslantlar
soguk uygulamasi i¢in +4°C de 7 giin bekletilmistir. Ardindan 24°C’de ii¢ hafta siireyle kiiltiire
almmistir.  Uc¢  haftanin  sonunda eksplantlarm u¢ kisimlarinda sogan olusumlari
gozlemlenmistir. Soganlarin ¢apinin artmasi i¢in %5 sakkaroz igeren 0 MS ortamina
aktarilmistir. Sogan gelisiminde en iyi sonucun elde edildigi besin ortaminda kullanilan bitki

biiylime diizenleyicisi kombinasyonunun 0,27 uM TDZ + 1,08 uM NAA oldugu bildirilmistir.

Yesmin (2019) seker otunda yaptigi mikrocogaltim c¢aligmasinda siirgiin uglart ve
aksillar tomurcuklar eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlar 30 dk akan su altinda
bekletildikten sonra deterjan ile yikandiktan sonra saf su ile durulanmistir. Ardindan %0,2
antifungal Bavistin ¢ozeltisinde 3 dk bekletilmistir ve daha sonra 4-5 kez saf su ile yitkanmistir.
Steril kabine alinan eksplantlar 1 dk %70 EtOH soliisyonunda bekletildikten sonra ii¢ kere steril
saf su ile durulanmistir. Son olarak %0,1 HgCl, ¢ozeltisinde 2-3 dk bekletildikten sonra 5-6 kez

steril saf su ile durulanarak sterilizasyon islemi tamamlanmistir. Mikrogogaltim asamasinda



MS temel besin ortamlarina BAP ve KIN 0,5-5mg/L ile 0,2-0,5mg/L NAA eklenerek denemeler
kurulmustur. Koklendirme asamasi i¢in ise MS ve /2MS besin ortamlarinda IBA, IAA ve NAA
0,2-0,5mg/L oranlarinda kullanilmistir. En iyi siirgiin gelisimi ve siirgiin uzunlugu 1,5mg/L
BAP ile 0,5mg/L NAA iceren ortamda aksillar tomurcuk eksplantinda elde edilmistir.
Koklendirmede ise en yiiksek koklenme orant MS besin ortaminda 0,2mg/L. IBA igeren
ortamda %93 orani ile elde edilmistir. Koklenen bitkiler steril edilmis bahge topragi ile
kompostun 1:1 oranda karistirilmasi ile elde edilen karisimda tizeri kapatilmis saksilarda 2-3

haftalik aklimatizasyon isleminde geg¢irildikten sonra tarla kosullarina aktarilmistir.

Tastekin  (2020) yapmis oldugu tez calismasinda sari kantaron bitkisinin
mikrocogaltimini  gergeklestirmistir. Eksplant olarak yaprak ve aksillar tomurcuklar
kullanilmistir. Eksplantlarin 6n sterilizasyonu 3 damla antibakteriyel sabun damlatilan saf suda
10 dk bekletildikten sonra akan su altinda 15 dk bekletilerek gerceklestirilmistir. Ardindan
%70’lik EtOH soliisyonunda 1 dk bekletilmigtir. Daha sonra %35°lik ¢amasir suyu
solisyonunda 3 dk manyetik karistiricida bekletildikten sonra 3 kere 5 dk steril saf su ile
durulanarak sterilizasyon islemi basari ile sonlandirilmistir. Steril edilen eksplantlarda siirgiin
gelisimi i¢in BAP ve NAA 0,5-2,5mg/L konsantrasyonlarinda kullanilmistir. Elde edilen
sonuclara gore siirgiin gelisiminde en iyi ortamin 0,5mg/L BAP ile 2,5mg/L NAA igeren ortam

oldugu gozlemlenmistir.

Khan vd (2021) nanede yaptiklar1 mikrogogaltim ¢alismasinda siirgiin uglar eksplant
olarak kullanilmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu asamasinda oncelikle 10 dk akan su
altinda bekletilmistir. Ardindan Steril kabin igerisine alinan eksplantlar %2 Tween 80 igeren
soliisyonda 10 dk ¢alkalanmistir. Bu asamadan sonra iki kere steril saf su ile durulanan bitkiler
%0,1 (w/v) HgCl2 soliisyonuna kisa bir siireligine daldirilip ¢ikarilmigtir. Son olarak steril saf
su ile 2-3 kere durulanarak sterilizasyon islemi tamamlanmistir. MS temel besin ortamina farkli
miktarlarda BAP, NAA ve IAA eklenerek ortamlar hazirlanmistir. Kiiltiire alindiktan {i¢ hafta
sonra elde edilen verilere gore en 1yi siirgiin gelisiminin 150ul BAP ve 20ul NAA igeren

ortamda elde edilmistir.

Petrova vd. (2021) limon otunda yaptigi caligmada eksplant olarak in vitro’da
cimlendirilen tohumlardan elde edilen siirgiinler kullanilmigtir. Tohumlarin sterilizasyonu i¢in
ilk olarak deterjan ile yikandiktan sonra 20 dk akan su altinda tutulmustur. Ardindan %70
EtOH’de 2 dk bekletilmistir. Sterilizasyonun bu asamasindan sonra iki farkli deneme

kurulmustur. Bu denemelerden birinde %50 ticari ¢amasir suyu (ACE) soliisyonu ve birkag
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damla Tween 20’de 10 dk bekletilmistir. Diger denemede ise %0,1 HgCl. ¢ozeltisinde 10 dk
bekletilerek gerceklestirilmistir. Ardindan {i¢ kere steril saf su ile durulanarak sterilizasyon
tamamlanmistir. Tohumlarin ¢imlendirilmesi i¢in yapilan ¢alisma %2 sakkaroz ve %0,7 agar
iceren MS besin ortamlarina 0, 5 ve 10mg/L GA eklenerek gergeklestirilmistir. Mikrogogaltim
asamasinda siirgiinlerin gelistirilmesi i¢in sitokinin olarak BAP, KIN, ZT ve 2-iP kullanilmis
olup oksin grubundan olan IBA veya NAA ile kombine edilmistir. Gelistirilen siirglinler /2MS
iceren bitki biliylime diizenleyicisi igermeyen ortamlarda koklendirilmistir. Koklenen bitkiler
2:1:1:1 oraninda toprak, torf, perlit ve kum igeren saksilara aktarilip tizerleri temiz bir kap ile
kapatilarak aklimatize edilmistir. Yapilan sterilizasyon calismasinda HgCl. ile yapilan
sterilizasyonda %100 basar1 elde edilmistir. Tohum ¢imlendirme denemesinde ise GA’nin
¢imlenmeyi olumsuz etkiledigi gozlemlenmistir. Mikrogogaltim denemesinde ise 1,5mg/L
BAP ile 0,5mg/LL NAA igeren ortamda en iyi siirgiin gelisimi ve siirglin uzunlugu elde

edilmistir.

Hirakawa ve Tanno (2022) yilinda serbet¢i otunun ii¢ farkli ¢esitinde yaptiklar
calismada  serbet¢i otunun aksillar  tomurcuklarindan mikrogagaltim  protokolii
olusturmuslardir. Eksplantlarin sterilizasyonu asamasinda %70 EtOH’de 1 dk bekletildikten
sonra ardindan %1 sodyum hipoklorit soliisyonunda ise 5 dk bekletilmistir. Ardindan {i¢ kere
steril saf su ile durulanarak sterilizasyon tamamlanmistir. Steril edilen eksplantlar %2 glikoz,
%0,8 agar 2MS iceren besin ortamlarina bitki biiyiime diizenleyicisi olarak BA ve GA 0,1-0,5
mg/L araliginda eklenmistir. Ug haftalik kiiltiir siiresinden sonra elde edilen mikrogogaltim
sonuclarina gore 0,01 mg/L BA ile 0,05 mg/L GA igeren besin ortaminda en 1yi kardeslenme
ve siirgiin uzunlugu elde edilmistir. GA igermeyen kontrol ortaminda ise siirgiin uzunlugunun
0,025 mg/L ve 0,05 mg/L GA igeren ortamlara gére daha kisa oldugu gézlemlenmistir. Gelisen
stirgiinlerin koklendirilmesi i¢in %2 glikoz ve 0,05 mg/L NAA igeren /2MS besin ortaminda 2
hafta i¢erisinde basari ile koklendirilmistir. Koklenen bitkiler 3:1:1 torf, vermikiilit ve akadama

igeren toprak karisiminda kontrollii olarak sera kosullarina alinmistir.
1.2 Cahsmanin Amaci ve Kapsamm

Helichrysum italicum (Roth) G. Don; “Altin otu”, “Olmez otu” ve “Balkaymak” olarak
bilinmektedir. Tiirkiye nin dogusunda yayilim gdstermekle beraber glimiis yaprakli, altin renkli
cigekleri olan, olumsuz yetistirme kosullarina karsi dayaniklilik gosteren uzun Omiirli bir
bitkidir (Akaberi, Sahebkar, Azizi ve Emami, 2019). Tibbi ve aromatik bitkilerin

mikrogogaltimi, degerli bilesenler igeren bitkilerin klonal ¢ogaltilmasini saglayan alternatif ve
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modern bir yontemdir (Giovannini, Amoretti, Savona, Guardo ve Ruffoni, 2003). Siirgiin
rejenerasyonu yoluyla bitki cogalmasi ¢ok ¢esitli bitki tiirlerinde elde edilmis olmasina ragmen,
H. italicum’da doku kiiltiirii iizerine yapilan ¢alismalar oldukga sinirlidir. Bu tez ile 6lmez otu
bitkisinde doku kiiltlirii ¢alismasimnin optimizasyonunun yapilmasi ve bir sonraki in vitro,
molekiiler ve sekonder metabolit ¢caligmalarina zemin saglamak amaglanmaktadir. Bunun yani
sira bolgede kiiltiir tarimi igin saglikli ve hastaliksiz fide tiretimi yonteminin optimize edilerek

literatiire katk1 saglanacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1 Bitki Materyali

Bu tez calismasinda kullanilan baglangi¢ bitki materyali Tekirdag Namik Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Arastrma ve Uretim Birimi

(ZIRAATBIYOTEK) koleksiyon bahgesinden alinmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Olmez otunun ZIRAATBIYOTEK koleksiyon bahgesindeki goriiniimii

2.1.2 Besin Ortam ve In vitro Kiiltiir Kosullar:

Yapilan galigmada besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog 1962) temel besin
ortam1 ve Gamborg B5 (Gamborg, Murashige, Thorpe ve Vasil, 1976) (Cizelge 2.1.) besin
ortami kullanilmistir. Bu ortamlarda karbon kaynagi olarak %3 sakkaroz kullanilmistir.
Hazirlanan ortamlarda katilastirici olarak 6,5 g/L bitki agari (Duchefa) kullanilmistir. Alt
kiiltiire alinan siirgiinlerin fenolik salgiladigi gézlemlendiginden dolay: ortamlara %0,06 aktif

karbon eklenmistir. Denemelerde kullanilan bitki bityime diizenleyicileri (BAP, GA, NAA ve
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IBA) uygun ¢oziiciilerle ¢oziilmiistiir. Daha sonra saf su ile istenilen miktarda ve oranda stok

soliisyonlar hazirlanarak ortamin ihtiyaglarina uygun miktarlarda ilave edilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan besin ortamlarinin igerikleri

Mikro Elementler MS (mg/L) Gamborg
B5 (mg/L)
CoCl2.6H20 0,025 0,025
CuS04.5H20 0,025 0,025
FeNaEDTA 36,70 36,70
H3BO3 6,20 3,00
Kl 0,83 0,75
MnS0O4.H20 16,90 10,00
NazM004.2H20 0,25 0,25
ZnS04.7H20 8,60 2,00
Makro Elementler
CaCl 332,02 113,23
KH2PO4 170,00 -
KNO3 1900,00 2500,00
MgSO4 180,54 121,56
NH4NO3 1650,00 -
NH42S04 - 134,00
Vitaminler
Glisin 2,00 -
Myo-Inositol 100 100,00
Nikotinik asit 0,50 1,00
Pyridoksine HCI 0,50 1,00
Tiamin HCI 0,10 10,00

Besin ortamlarinin pH’s1, 1 N NaOH ya da HCI kullanilarak 5,6-5,8’¢ ayarlanmustir.
Hazirliklar1 tamamlanan besin ortamlar1 121°C, 1,2 kg/cm? (Tekbal-STR100) basing altinda 20
dk siireyle steril edilmistir (Sekil 2.2). Biitiin kiiltiirler 24+2°C’de ve 16 saatlik aydinlik/8 saat

karanlik fotoperiyot ile mavi-kirmizi led 151k altinda kiiltiire alinmistir.
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Sekil 2.2. Otoklayv ile steril edilmis besin ortamlari

2.2 Yontem
2.2.1 Eksplant Alim ve Yiizey Sterilizasyonu

Koleksiyon bahgesinde bulunan 6lmez otu fidanlarinin taze siirgiinleri eksplant olarak
tercih edilmistir. Haziran ayinda alinan siirgiinler 6n sterilizasyon igin 2-3 damla ticari deterjan
ile 5 dk siireyle manyetik karistirici {izerinde yikandiktan sonra yaklasik 1 saat boyunca akan
cesme suyu altinda birakilmistir. On sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar steril kabin
icerisine alinarak ilk 6nce %70’lik etil alkol soliisyonu i¢inde 10 sn bekletilmistir. Daha sonra
%15, %25 ve %35 oranlarinda seyreltilmis ticari ¢amasir suyu c¢ozeltisinde manyetik
karistiricida 10 ve 20 dk olmak tizere iki farkli siire boyunca steril edilmistir. Son olarak 3 defa
5’er dKk siire ile otoklavlanmis distile sudan gegirilmistir (Sekil 2.3.) (Daneshvar, 2019). Elde
edilen steril eksplantlar siirglin rejenerasyonunu gelistirmek i¢in farkli doz ve
kombinasyonlarda bitki biiylime diizenleyici igeren besi ortamlarinda in vitro kiiltiir ortamlari

i¢cin hazir hale getirilmistir.
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Cizelge 2.2. Sterilizasyon uygulamalari

Uygulama Ticari Camasir Siire
Suyu
Soliisyonu
S1 %15 10dk
S2 %25 10dk
S3 %35 10dk
S4 %15 20dk
S5 %25 20dk
S6 %35 20dk

Sekil 2.3. Eksplant hazirlig1 ve ylizey sterilizasyonu

2.2.2 Eksplantlarin Rejenerasyon Ortamlarina Aktarilmasi

Steril edilen eksplantlar farkli bitki biiylime diizenleyicileri igeren besin ortamlarina
aktarilarak rejenere olmasi saglanmistir (Sekil 2.4.). Bu asamada kati MS besin ortamlarina ve
Gamborg BS5 besin ortamlarina BAP, GA ve NAA farkli kombinasyonlar ile ilave edilmistir
(Cizelge 2.3.). Besin ortamlarina ilave edilecek bitki bilylime diizenleyicilerinin dozu 0,2-2
mg/L olarak degismektedir. Kontrol olarak her iki besin ortaminin bitki biiytime diizenleyicisi
icermeyen besin ortamlar1 hazirlanmigtir. Calismalar bes tekerriirlii olarak hazirlanmis olup en

1yi siirglin gelisimini saglayan kiiltiir ortami1 belirlenmistir.
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Sekil 2.4. Eksplantlarin ortamlara aktarilmasi

Cizelge 2.3. Sirgiin rejenerasyonu ortamlarinda kullanilan bitki biiylime diizenleyicisi
kombinasyonlar1

Uygulamalar BAP (mg/L GA(mg/L) NAA (mg/L)
(R1) MS 0 0 0
(R2) MS 0,5 1 0,2
(R3) MS 1,0 1 0,2
(R4) MS 1,5 1 0,2
(R5) MS 2,0 1 0,2
(R6) GAMBORG B5 0 0 0
(R7) GAMBORG B5 0,5 1 0,2
(R8) GAMBORG B5 1,0 1 0,2
(R9) GAMBORG B5 1,5 1 0,2
(R10) GAMBORG B5 2,0 1 0,2

2.2.3 Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenerasyon icin hazirlanan 6zel besin ortamlarinda gelisen siirgiinler, farkl
konsantrasyonlarda (0,5, 1 ve 2 mg/L) IBA igeren MS ve %2 MS besin ortamina aktarilarak
koklendirme calismasi yapilmistir (Cizelge 2.4.). Koklendirme ¢alismalar1 steril cam

kavanozlarda gergeklestirilmistir. Her kavanoza 4-5 adet siirgiin yerlestirilmistir.
Cizelge 2.4. Koklendirme ortamlarinda kullanilan oksin ve konsantrasyonlari
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Uygulamalar IBA Uygulamalar IBA

(mg/L) (mg/L)
KL MS 0 K6 15MS 0
K2 MS 05 K7 M8 05
K3 MS 1,0 K8 MS 1,0
K4 MS 15 K9 %MS 15
K5 MS 2,0 K10 %MS 2,0

2.2.4  Dis Kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

Koklenen bitkiler temiz su ile yikanarak besin ortamlarindan arindirilmistir. Ardindan
daha 6nceden steril edilmis ve nemlendirilmis torflarla doldurulan viyollere dikimi yapilmistir.
Bitkilerin ani nem kaybini1 6nlemek amaciyla viyol uygun bir kaba alindiktan sonra iizeri streg
filmle tamamen kapatilarak bitki biiyiime odasina alinmistir. Ug hafta boyunca kademeli olarak
stre¢ filmde delikler agilarak dis kosullara alismasi saglanmistir. Ug haftanin sonunda bitkiler

tarla kosullarina aktarilmistir.
2.2.5 [Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan denemeler ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir. Rejenerasyon ¢aligmalarindan elde
edilen verilerin istatistiki degerlendirmeleri SPSS ver. 22 istatistik programimin One-Way

Anova post hoc. testlerinden Duncan testi ile yapilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).
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3. BULGULAR
3.1 Yiizey Sterilizasyonu Bulgular:

Bahge kosullarindaki bitkilerden alinan eksplantlarin fazla yapraklari alindiktan sonra
2-3 damlaticari deterjan ile 5 dk yikanmstir. Ardindan 1 saat akan ¢esme altinda bekletilmistir.
Daha sonra %70’lik etil alkol soliisyonunda 10 sn bekletilmistir. Eksplantlar ticari ¢camasir
suyunun (%5 NaClO) %15, %25 ve %35 oranlarinda seyreltilmis soliisyonlarinda 10 dk ve 20
dk siirelerle manyetik karistiricida karigtirilmistir (Cizelge 2.2.). Steril saf su ile ti¢ tekerriirlii 5
dakika siireyle durulandiktan sonra sterilizasyon islemi tamamlanmistir. Steril edilen
eksplantlar 0 MS igeren besin ortamlarina 5 tekerriirlii ve her kavanozda 3 eksplant olacak
sekilde aktarilmistir. Yiizey sterilizasyonu bulgular1 7-14 giin siire araliginda kontaminasyon

durumlar takip edilerek elde edilmistir.

Cizelge 3.1’¢ gore elde edilen bulgular %15 ticari ¢camasir suyu ile yapilan her iki
denemede de %100 kontaminasyon goriilmiistiir (Sekil 3.1.). Bir diger deneme olan %25 ticari
¢amagir suyu igeren sterilizasyon ¢aligmasinda 10 dK siire ile yapilan denemede %60 ve 20 dk
stire ile yapilan denemede ise %40 kontaminasyon olugmustur. En iyi sonucun elde edildigi
%35 ticari ¢amasir suyu igeren denemede 10 ve 20 dk siire ile yapilan denemede %20
kontaminasyon goriilmiis olmasina ragmen 20 dk bekletilen eksplantlarda kararma orani

yiiksek oldugundan dolay1 10 dk ile yapilan denemenin en iyi sonuca ulastirdigi tespit edilmistir
(Cizelge 3.1.).

Sekil 3.1. Kontamine olan ve kararan eksplantlar
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Cizelge 3.1. Sterilizasyon denemesi sonuglari

Uygulama Kontaminasyon** Olii
Eksplant**
S1 10,00 +0,00a 10,00 £0,00a
S2 6,00+1,00b 8,00+0,57ab
S3 2,00+0,57¢ 2,00+£0,57¢
S4 10,00+0,00a 10,00+0,00a
S5 4,00+0,57hc 6,00+0,57b
S6 2,00+0,57¢ 3,00+0,57¢

p<0,01

**Her sltunda farkli kliglik harflerle gdsterilen ortalamalar Duncans ¢oklu testine gére; 0.01
anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak farklidir.

3.2 Mikrocogaltim Calismasi Bulgular:

Bu tezde yapilan mikrogogaltim ¢alismasinda MS ve Gamborg B5 temel besin ortamlari
kullanilmigtir. Besin ortamlarina %3 sakkaroz ve 6,5g/L bitki agari eklendikten sonra pH’1 5,6-
5,8’ ayarlanip 121°C, 1,2 kg/cm?20 dakika otoklavla sterilizasyon yapilmustir.

Otoklavlanan besin ortamlarina bitki biiyiime diizenleyicileri eklenerek on farkli besin
ortami hazirlanmigtir (Cizelge 2.3.). Besin ortamlarina bes tekerriirlii kavanoz basma ii¢
eksplant aktarilarak kiiltiire almir (Sekil 3.2.). Kiiltiire alindiktan 30 giin sonra yapilan
gozlemlerde Gamborg BS temel besin ortamina alinan eksplantlarin tamaminda vitrifikasyon
gerceklesmistir. Deneme ayni ortamlarla tekrar kurulmus olmasina ragmen sonucun
degismedigi gozlemlenmistir. MS temel besin ortamina alinan eksplantlarda; eksplant basina
gelisen siirgiinler, siirglin olusum yiizdesi ve siirgiin uzunlugu ortalamasi olarak sonuglar

degerlendirilmistir (Sekil 3.4.).

20



Sekil 3.3. Gamborg B5 besin ortamina vitrifike olan ve kararan eksplantlar

3.2.1 Eksplant Basina Siirgiin Sayisi1 Ortalamasi

Duncan testi sonuglarina gore eksplant basina siirglin olusum sayis1 MS temel besin
ortamlarinda 2 ile 12,40 arasinda degismektedir (Cizelge 3.2.). Eksplant basina en az siirgiin
olusumu R1 besin ortaminda gozlemlenmistir. Eksplant basina en yiiksek siirgiin olusumu ise
R2 besin ortaminda gézlemlenmistir. Gamborg BS besin ortamlarinda herhangi bir gelisim

gbzlemlenmeyip vitrifikasyon olustugu i¢in sonug elde edilememistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.4. Eksplant basina siirgiin sayisi alinan eksplantlarin goriiniimi
3.2.2 Siirgiin Olusum Yiizdesi
Siirgiin olusumu yiizdesi %19,99 ile %66,66 arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge

3.2.). Sonuglara gore en yiiksek siirgiin olusum yiizdesi R2 ve R4 besin ortamlarinda

goriilmektedir. En diisiik siirgiin olusum yiizdesi ise R1 besin ortaminda goriilmiistiir.
3.2.3 Siirgiin Uzunlugu Ortalamasi

Stirgiin uzunlugu ortalamasi MS temel besin ortamlarinda 0,42cm ile 2,64cm arasinda
degisim gostermektedir (Cizelge 3.2.). En yiiksek siirgiin uzunlugu ortalamasi R2 besin

ortaminda goriiliirken, en diisiik siirgiin uzunlugu ortalamasi R1 besin ortaminda goriilmiistiir.
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Gamborg B5 besin ortamlarinda herhangi bir gelisim gozlemlenemediginden siirgiin uzunlugu

ortalamasi alinamamustir.

Cizelge 3.2. Mikrogogaltim ¢alismasi sonuglari

Uygulama E.B.S. S.0.Y. S.U.O.**
S. O.**

R1 2,00+0,44¢ 19,99 +£2,4b 0,42+0,37¢
R2 12,40+1,80a 66,66+10,2a 2,64+0,19a
R3 7,20+1,39b 46,66+12,2ab 1,70+0,25b
R4 7,00+1,04b 53,33+8,2a 1,88+0,17b
R5 5,40+0,67bc 46,66+12,2ab 2,0+0,17b
R6 0 0 0

R7 0 0 0

R8 0 0 0

R9 0 0 0

R10 0 0 0
p<0,01

**Her sltunda farkli kuglik harflerle gdsterilen ortalamalar Duncans ¢oklu testine gére; 0.01
anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak farklidir.

Not: E. B. S. S. O.: Eksplant basina siirgiin sayisi ortalamasi, S.0.Y.: Siirgiin olusum yiizdesi, S. U. O.: Siirgiin
uzunlugu ortalamasi

3.3 Koklendirme

Mikrogogaltim ¢alismasi sonucunda elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi ¢alismanin
basariyla sonuglanabilmesi ig¢in oldukg¢a 6nemlidir. In vitro kosullarda elde edilen siirgiinlerin
koklendirme asamasi i¢in MS temel besin ortami1 1/1 ve 1/2 oranlarda kullanilmistir. Bu besin
ortamlarinda bitki biiyiime diizenleyicilerinden oksin grubunda yer alan IBA’nin 0,5-2 mg/L
arasinda farkli oranlar1 kullanilmistir. Elde edilen verilere gore tlim eksplantlarin 30 giiniin
sonunda koklendigi goriilmiistiir (Sekil 3.5.). En yiiksek kok uzunlugu ortalamasi 1/1 MS ve 1
mg/L IBA igeren besin ortaminda elde edilmistir (Sekil 3.7.). En diisiik kok uzunlugu ise bitki
bliylime diizenleyicisi igermeyen 1/1 MS besin ortaminda elde edilmistir. Kok sayis1 ortalamasi
incelendiginde ise en yiiksek kok sayisinin 1/1 MS ve 1mg/L IBA igeren besin ortaminda
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6.). En diisiik kok sayisi ortalamasina ise 1/2 MS igeren bitki

bliylime diizenleyicisi igermeyen besin ortaminda goriilmiistiir (Cizelge 3.3.).
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Sekil 3.5. Kok ortaminda koklenen siirgiin

Cizelge 3.3. Koklendirme ¢alismasi sonuglari

UYGULAMA K.O.Y. K. S. S. K. S. O. K. U. O.
(adet) (adet) (cm)

K1 0MS %100 15 4 1

K2 MS +0,5mg/L %100 15 11 2,1
IBA

K3 MS+1mg/L IBA %100 15 24 5,2

K4 MS +1,5mg/L %100 15 18 3
IBA

K5 MS+2mg/L IBA %100 15 19 2

K6 0!:MS %100 15 3 1,2

K7 %MS+05mg/L %100 15 8 1,8
IBA

K8 ¥“MS + 1 mg/L %100 15 16 3,1
IBA

K9 “MS+1,5mg/L. %100 15 13 2,2
IBA

K1 %MS + 2 mg/L %100 15 11 2

0 IBA

Not: K. O. Y.: K6k olusum yiizdesi, K. S. S.: Kéklenen siirgiin sayisi, K. S. O.: Kok sayisi ortalamasi, K. U. O.: Kék

uzunlugu ortalamast.
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K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10

Besin ortamlar

Kok sayisi ortalamsi

Dipnot: K1: 0 MS, K2: MS + 0,5 mg/L IBA, K3: MS + 1 mg/L IBA, K4: MS + 1,5 mg/L IBA, K5: MS + 2 mg/L IBA,
K6: 0 %2MS, K7: 72MS + 0,5mg/L IBA, K8: %2MS + 1 mg/L IBA, K9: 12MS + 1,5 mg/L IBA, K10: 7%2MS + 2 mg/L
IBA

Sekil 3.6. Koklenme denemelerinde kok sayisi ortalamasi grafigi

Kok uzunlugu ortalamasi (cm)
w

2
| j i
0
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10

Besin ortamlari

Dipnot: K1: 0 MS, K2: MS + 0,5 mg/L IBA, K3: MS + 1 mg/L IBA, K4: MS + 1,5 mg/L IBA, K5: MS + 2 mg/L IBA,
K6: 0 %2MS, K7: 2MS + 0,5mg/L IBA, K8: 2MS + 1 mg/L IBA, K9: 2MS + 1,5 mg/L IBA, K10: %2MS + 2 mg/L
IBA

Sekil 3.7. Koklenme denemelerinde kok uzunlugu ortalamasi grafigi
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3.4 Koklenen Siirgiinlerin Dis Kosullara Aktarilmasi (Aklimatizasyon)

Yapilan 6n ¢alismalarda 6lmez otunun aklimatizasyon asamasinda ¢ok fazla bitki kayb1
olmustur. Bu durum g6z 6niinde bulundurularak bu silire¢ daha sik kontroller yapilarak
gerceklestirilmistir. Koklenen bitkiler temiz su ile bitkiye ve koklerine zarar vermeyecek
sekilde besin ortamindan arindirilana kadar yikanmistir. Ardindan bitkiler daha 6nceden
otoklavda 121°C, 1,2 kg/cm? basingta 20 dk steril edilmis ve nemlendirilmis torflarla
doldurulan viyollere dikilmistir. Viyollerdeki bitkiler sprey ile nemlendirilip sulamasi
yapildiktan sonra tizerini stre¢ film ile kapatilabilecek bir kaba konulup hava almayacak sekilde
stre¢lendikten sonra bitki biiyiime odasma alinmistir (Sekil 3.8.). ilk haftanin sonunda streg
filmin {izerinde birkac delik agilarak ortammn nemi diisiiriilmiistiir. Ikinci hafta delik sayist
arttirildiktan sonra tU¢lincli haftada ise stre¢ film tamamen kaldirilmistir. Dordiincti haftada

saksilanarak seralara alinan bitkiler daha sonra tarla kosullarina aktarilmistir (Sekil 3.9.).

()

Sekil 3.8. (a) In vitro kosullardan steril torfa aktarilan bitkiler (b) Sprey ile yapraklarin
nemlendirilmesi (c) Dis kosullara kademeli alistirma igin streg filmle kapatma islemi
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(©)

Sekil 3.9. (a) Ug haftalik aklimatizasyon asamasindan sonraki bitkilerin griiniimii (b) Saksilara
alian bitkiler (¢) Bahge kosullarina alinan bitki
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4. TARTISMA

Olmez otu bitkisinin vejetatif ve generatif olarak cogaltimimin kisitli olmasindan dolay:
mikrogogaltim yonteminin optimizasyonu oldukc¢a onemlidir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda
farkli eksplantlar, temel besin ortamlari, bitki biiyiime diizenleyicileri ve kiiltiir kosullari
kullanilarak birka¢ eksplanttan yiiksek miktarda bitki elde edilebilmektedir. Bu tez

caligmasinda 6lmez otu bitkisinin mikrogogaltiminin optimizasyonu amaglanmaistir.
4.1 Yiizey Sterilizasyonu

Sterilizasyon asamasi 0lmez otu bitkisinin yapraklarinin tiiylii olmasindan dolay1
olduk¢a zordur. Bu calismada, tarla kosullarindaki bitkiden alinan eksplantlarin yiizey
sterilizasyonu igin %70 EtOH soliisyonunda 30 sn bekletildikten sonra ticari gamasir suyunun
ti¢ farkli konsantrasyondaki soliisyonlar ve bu soliisyonlarin 10 ile 20 dklik uygulamalar ile
denemeler kurulmustur. Elde edilen sonuglara gére %15 oraninda yapilan denemelerin tamami
kontamine olurken en iyi sonuca %35’lik ticari ¢amasir suyu soliisyonunun 10 dklik
uygulamasinda ulasilmistir (Cizelge 3.1.). Moreno-Fortuna vd. (2010) H. italicum’da yaptiklari
mikrocogaltim calismasinda %0,1 (w/v) HgClz ¢ozeltisinde 15 dk manyetik karistiricida
tuttuklar1 eksplantlarda basarili sonug elde ettiklerini bildirmislerdir. Giovanni vd. (2003) ayn1
cinste yaptig1 bir bagka calismada ise, Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu i¢in %70’lik EtOH
solisyonunda 30 sn bekletildikten sonra %1 NaClO ve iki damla Tween 20’den olusan
soliisyonda 20 dk bekleterek en iyi sonuca ulagsmislardir. H. arenarium’da Figas vd. (2016)
yaptigr sterilizasyon caligmasinda eksplantlar %70 EtOH soliisyonunda 1 dk bekletilmistir.
Ardindan %9 Ca(OCl2) ve Tween 20 iceren soliisyonda 12 dk bekletilip daha sonra steril saf su
ile durulanarak basarili sonug elde etmislerdir. H. arenarium’da yapilan bir diger ¢alismada,
Clasquin ve Henry (2002) sterilizasyon asamasinda eksplantlar1 0,1 M KMnOQg soliisyonunda
30 dk, %70’1ik EtOH soliisyonunda 1 dk, %15°1ik H202 soliisyonunda 15 dk ve %12’lik NaOClI
soliisyonunda ise 10 dk siire ile manyetik karistirici izerinde karigtirarak basari bir sterilizasyon

protokolii bildirmislerdir.
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4.2 Mikrocogaltim

Olmez otu zellikle ilag ve kozmetik sanayisinde olduk¢a dneme sahip bir bitkidir. Bu
bitkinin 6zellikle ¢igeklerinden ve vejetatif aksamindan elde edilen esansiyel yaglar ve diger
sekonder metabolitlerin antienflamatuar, antialerjik ve antimikrobiyal etkisinin oldugu
bilinmektedir (Dimitrova ve Nacheva, 2018). Ulkemizde dogal yayilim gosteren dlmez otu,
zorlu yetistirme kosullarinda ve ¢orak arazilerde basarili sonug gosterdiginden dolay1 iilke
ekonomisine onemli katki saglayabilme potansiyeline sahiptir. Bu ylizden vejetatif ¢ogaltim
yontemlerinden biri olan in vitro mikrogogaltim yontemi, hastaliklardan ari ve yiiksek
miktarlarda fide tretiminin yapilabilmesi i¢in 6nemlidir. Bu tezde yapilan mikrogogaltim
calismasinda iki farkli temel besin ortami (MS ve Gamborg B5) kullanilmistir. Bu besin
ortamlarina bitki bliylime diizenleyicisi olarak BAP, GA ve NAA’nin farkli dozlar eklenerek
rejenerasyon ve siirglin gelisimi saglanmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek siirgiin
olusum ylizdesi MS temel besin ortaminda 0,5mg/L. BAP, 1mg/L GA ve 0,2mg/L NAA iceren
ortamda elde edilmistir (Cizelge 3.2.). En yiiksek siirgiin uzunlugu ve eksplant basina siirgiin
say1s1 ortalamasi da ayni temel besin ortami ve bitki biiyiime diizenleyicisi kombinasyonlarinda
elde edilmistir. Gamborg B5 temel besin ortami ile kurulan denemelerde herhangi bir gelisim
gozlemlenememis olup vitrifikasyon gerceklesmistir. Clasquin ve Henry (2002) H.
arenarium’da yaptigi calismada da elde ettigimiz sonuglara benzer olarak Gamborg BS5 ile
kurulan denemelerde siirgiin gelisimi olmay1p kallus ve vitrifikasyon olusumu gézlemlenmistir.
Giovanni vd. (2003) H. italicum ve H. stoechas’da yaptiklari ¢alismada her iki tiirde de 2,66
uM BAP igeren ortamlarda en iyi siirgiin gelisimi elde edilmistir. Dimitrova ve Nacheva’nin
(2018) H. italicum’da yaptig1 bir diger mikrogogaltim c¢aligmasinda ise DKW ve MS temel
besin ortamlarina BAP, KIN ve ZT ekleyerek denemeler kurulmustur. Calismanin sonucunda
ise en 1yi siirglin gelisim ortaminin 5 pM BAP + 0,005 pM IBA iceren MS ve 5 uM KIN +
0,005 uM IBA igceren DKW temel besin ortamlari oldugu bildirilmistir. Perrini vd. (2009b) H.
italicum yapraklarinda kallus olusturup ardindan organogenezis ile siirgiin gelisimini elde
etmeyi amaglamiglardir. Besin ortami olarak MS ve NN ortamlarini kombine ve modifiye
ederek mikrogogaltim calismasi gergeklestirmistir. Bitki biiylime diizenleyicisi olarak TDZ ve
NAA’nin farkli konsantrasyonlari kullanilan bu ¢alismada en iyi siirgiin gelisimi sonucuna bitki
bliylime diizenleyicisi bulunmayan ortamlarda ulasilmistir. Bu calismanin sonucunda elde
edilen verilere gore H. italicum’un organojenik kapasitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir. H.
arenarium’da Figas vd. (2016) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise KIN ve KIN ile IBA
kombinasyonlar1 denenmistir. Elde ettikleri sonuglara gére Smg/L KIN ile 0,5mg/L IAA igeren
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ortamlarda en iyi siirglin gelisimi saglanmistir. Tastekin (2020) sar1 kantaron bitkisinin
mikrogogaltim asamasinda 0,5mg/L BAP ile 2,5mg/L NAA iceren ortamda en iyi siirgiin
gelisimi elde edilmistir. Nanede yapilan mikrogogaltim ¢alismasinda Khan vd. (2021) BAP’1
NAA ve IBA ile kombinledikleri denemelerde en iyi sonucun BAP ile NAA
kombinasyonundan elde edildigini ortaya koymuslardir. Hirakawa ve Tanno’nun (2022)
serbetci otunda yaptiklari mikrogogaltim c¢alismasinda 2MS’e  ekledikleri farkli
konsantrasyonlardaki BA ve GA bitki biliylime diizenleyicileri ile denemeler kurmuslardir. Elde
ettikleri sonuglara gore daha diisiik konsantrasyondaki BA (0,01mg/L) igeren ortamda en iyi
stirgiin gelisimi elde edilmistir. Sabina Yesmin’im (2019) seker otunda yaptigi bir ¢alismada
MS’e eklenen BAP, KIN ve NAA kombinasyonlari ile ortamlar hazirlanmistir. Calismada elde
edilen sonuglara gore en iyi siirgiin gelisimi ve siirgiin uzunlugu 1,5mg/L BAP ile 0,5mg/L
NAA igeren ortamlarda elde edilmistir. Petrova vd. (2021) limon otunda yaptiklari
mikrocogaltim c¢alismasinda MS’e eklenen BAP, KIN, ZT ve 2-iP’nin IBA ve NAA
kombinasyonlari ile ortamlar hazirlanmistir. Seker otunda elde edilen sonuglara benzer olarak
1,5mg/L BAP ile 0,5mg/L NAA iceren ortamda en iyi silirgiin gelisimi ve siirglin uzunlugu elde
edilmistir. Fortuna vd. (2010) H. italicum da yaptig1 mikrogogaltim ¢alismasinda eksplantlar
20 farkli genotipten alinarak bu genotiplerden elde edilen sonuglar incelenmistir. Siirgiin
gelisimi i¢in 1mg/L BAP ve 0,2mg/L IBA kullanilan bu ¢alismada genotiplerin ayn1 kosullarda
farkli tepkiler verdigi ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglara gére 16 genotipte %50
tizerinde siirgiin gelisimi elde edilirken kalan 4 genotipte %33-47 arasinda sonuca ulasilmistir.
Yapilan literatiir calismalarinda Gamborg B5 bulunan besin ortamlarinda elde edilen sonuglar
Clasquin ve Henry’nin (2002) H. arenarium bitkisinde yaptiklari ¢alisma ile uyumludur. MS
besin ortamlarinda 0,5mg/L BAP, Img/L GA ve 0,2mg/L NAA bitki biiyiime diizenleyicisinde
elde edilen sonug¢ ise literatiirde bulunan diger calismalardan farkli olarak daha disiik

konsantrasyonda en iyi sonuca ulasildigi gézlemlenmistir.
4.3 Koklendirme

Koklendirme asamast doku kiiltiirii ¢alismalarinin sonuca ulasabilmesi i¢in en 6nemli
asamalarindan biridir. Ozellikle odunsu bitkilerde koklendirme asamasi olduk¢a zor
olabiliyorken otsu bitkilerde nispeten daha kolay sonuca ulasilabilmektedir. Bu tez
calismasinda 6lmez otunun koklendirilmesi i¢in MS ve 2MS igeren ortamlara 0-2mg/L IBA
eklenerek koklendirme elde edilmeye calisilmistir. Elde edilen sonuglara goére 4 haftanin

sonunda kurulan tiim denemelerde koklenme olustugu gériilmiistiir. Olmez otunun kdklenme
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performansinin yiiksek oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir. Perrini vd.
6lmez otunda bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan MS ortaminda %100’e yakin kdklenme
elde ettiklerini bildirmislerdir. Figas vd. ise H. arenarium’da koklenme i¢in 0 MS, 0,5mg/L
IAA ve 0,5mg/L TAA igeren ortamlarla denemeler kurmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore
biitin ortamlarda %85-100 arasinda koklenme gozlemlenmis olup kdk uzunlugu ve kok
sayisina bakildiginda ise 0,5mg/L IBA igeren ortamda en iyi sonuca ulagilmistir. Yine bu tez
calismasinda elde edilen sonuglara benzer olarak Giovanni vd. H. italicum ve H. stoechas’ta
yaptiklari ¢alismada 0 MS, IAA ve NAA’ nin farkli konsantrasyonlarinda yapilan denemelerde
%100 koklenme elde edilmistir. Bir bagka caligmada Dimitrova ve Nacheva (2018) H.
italicum’da NAA ile kurulan denemelerde %60-80 basarili sonug elde edilirken IBA ile kurulan
denemelerde %90-100 arasinda basarili sonuca ulasilmistir. Anrade vd. (1999) Lavandula
vera’da yaptiklar ¢alismada normal oranda MS ve 4sMS besin ortamlarina IBA ve NAA’nin
farkli konsantrasyonlar1 eklenerek koklendirme elde edilmeye calisilmistir. Elde edilen
sonuglara gore en iyi koklenme oranina % MS 0,2 mg/L NAA igeren ortamda ulagilmistir. El-
Banna (2017) kekikte yaptigi caligmada ise 0 MS, IBA ve NAA farkli konsantrasyonlarda
kullanilarak koéklendirme denemeleri kurulmustur. Sonuglara gore kontrol ortaminda %75
koklenme olusurken 1,5mg/L IBA, Img/L NAA ve 1,5mg/L NAA igeren ortamlarda %100
koklenme gortilmistiir. Hirakawa ve Tanno (2022) serbetgi otunda yaptiklari ¢alismada en iyi
koklenme oranina 0,05 mg/L NAA iceren /2MS besin ortaminda 2 hafta igerisinde ulastiklarini
bildirmiglerdir. Petrova vd. (2021) limon otunda yaptiklari g¢alismada bitki biiylime
diizenleyicisi igermeyen kontrol ortaminda %100 koklenme elde edilmistir. Seker otunda
yapilan bir ¢alismada ise Yesmin (2019) koklendirme asamasi i¢in ise MS ve “2MS besin
ortamlarinda IBA, IAA ve NAA 0,2-0,5mg/L oranlarinda kullanmistir. Elde edilen sonuglara
gore en yiiksek koklenme oran1 0,2mg/L IBA igeren MS besin ortaminda elde edilmistir. Bu
tez caligmasinda literatiir ¢alismalarindan farkli olarak 2MS bulunan ortamda bitki biiylime

diizenleyicisi kullanilmadan da basarili bir sekilde koklenme saglanmuistir.
4.4  Aklimatizasyon

Koklenen bitkilerin dis kosullara aktarilabilmesi i¢in kademeli bir alistirma siirecinden
geemesi gerekmektedir. In vitro kosullarda yiiksek nem ve sabit sicaklikta tutulan bitkilerin
nem ve sicakliklarinin kontrol edilerek dis kosullara alistirildig1 bu asama oldukca 6nemlidir.
Ozellikle otsu bitkilerde bu asamada bitki kayiplarmin yasanmamasi i¢in kosullarin kontrolii

ve takibi ¢cok onemlidir. Bu tez ¢alismasinda aklimatizasyon agsamasinda bitkiler saglikli bir
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sekilde kayip olmadan dis kosullara basarili bir sekilde aktarilmistir. Koklenen bitkiler steril
edilmis torflara aktarildiktan sonra sulama ve yaprak nemlendirmesi yapildiktan sonra tizerleri
hava almayacak sekilde stre¢ filmle kapatilip tam kontrollii bitki biiyiime odalarina
aktarilmislardir. Ilk hafta boyunca stre¢ tamamen kapali olarak bekletildikten sonra streg
iizerinde delikler agilarak icerdeki nem miktar1 kademeli olarak diisiiriilmiistiir. Ikinci haftada
delik sayisi arttirilarak devam eden aklimatizasyon islemi ii¢lincli haftanin sonunda streg
tamamen kaldirilarak tamamlanmistir. Daha sonra bitkiler sera ve tarla kosullarina aktarilarak
aklimatizasyon islemi basarili bir sekilde sonuglandirilmistir. Aklimatizasyon asamasinda
bitkinin isteklerine gore farkli toprak karisimlar1 ve sulama sulari kullanilmaktadir. Bu tez
calismasinda steril torfun saf su ile sulanmasi ile bu asama gerceklestirilmistir. Hirakawa ve
Tanno (2022) serbetgi otunun aklimatizasyon islemini 3:1:1 torf, vermikiilit ve akadama i¢eren
toprak karisiminda saf su ile sulama yaparak gergeklestirmistir. Petrova vd. (2021) ise limon
otunun aklimatizasyon asamasini 2:1:1:1 oraninda toprak, torf, perlit ve kum igeren toprak
karigimini saf su ile sulayarak gerceklestirmistir. Yesmin (2019) seker otunda yaptigi calismada
bahge topragi ile kompostun 1:1 oranda karisiminin saf su ile sulanmasi ile aklimatizasyon
islemi gergeklestirilmistir. Figas vd. (2016) H. arenarium’un aklimatizasyonu agamasinda Su
ve %25 MS igeren su ile sulama yapmisglardir. Su ile yapilan sulamada %56 oraninda aklimatize
edilmis bitki elde edilirken %25 MS igeren su ile yapilan sulamada %75 aklimatize bitki elde
edilmistir. Literatilir caligmalarinda bitkiler aklimatize edilirken birgok farkli toprak karisimi ve
besin takviyeleri kullanilmistir. Bu tez ¢aligmasinda yapilan aklimatizasyon asamasi ise sadece

torf ve saf su kullanilarak sik sik kontrol edilerek basari ile sonuglandirilmastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Olmez otu bitkisi Tiirkiye’de dogal yayilis gdsteren tibbi ve aromatik bitkiler arasinda
olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Bu bitki ilag, kozmetik ve boya sektorii basta olmak iizere
bircok sektorde kullanilan ugucu yag ve biyokimyasal bilesenlere sahiptir. Kiiresel 1sinmadan
dolay1 kurakliga dayanikl1 bitkilerin iiretimi ve 1slah edilmesi olduk¢a énemlidir. Olmez otu
susuz tariminin yapilabilmesi ve kuraklia toleransinin yiliksek olmasindan dolay1 6n plana
cikmaktadir. Ayrica 6lmez otundan elde edilen iiriinlerin ekonomik degeri yiiksektir. Ulke
ekonomimizde tarim biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle sahip olunan tarim arazilerinin iyi
degerlendirilmesi ok énemlidir. Olmez otu yetistirme kosullar1 agisindan segici olmadig: hatta
corak arazilerde bile verim verebildiginden dolay: iilke ekonomisine katki saglayabilecek
potansiyele sahiptir. Bu nedenlerle 6lmez otunun in vitro kosullarda saglikli ve Kkaliteli
fidelerinin iiretilmesi, cift¢ilere tanitimi ve kiiltiir tariminin yapilmasi i¢in tesvik edilmesi

gerekmektedir.

Tiiylii yapraklarindan dolayi sterilizasyon asamasinin oldukga zor oldugu 6lmez otunun
sterilizasyonu i¢in yapilan literatiir taramasinda elde edilen bilgilere gére kullanilan kimyasallar
icerisinde en diisiik maliyete sahip olan ve 6zellikle dogaya en az zararli oldugu bilinen ¢amasir
suyu (NaClO) tercih edilmistir. Elde edilen sonuglara gore steril ve saglikli bitki elde etmek
i¢in ticari ¢amasir suyu solliisyonunun konsantrasyonu énemli oldugu kadar siirenin de 6nemli
oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek konsantrasyonda uzun siire tutulan bitkilerin yanmasindan

dolay1 daha kisa siireli bekletilen denemede basarili sonug elde edilmistir.

Mikrogogaltim asamasinda daha oOnce yapilan calismalara gore daha disik
konsantrasyonda bitki biiyiime diizenleyicisi (0,5mg/L BAP, Img/L GA ve 0,2mg/L NAA)

kullanilarak basarili sonug elde edilmistir.

Koklendirme agamasinda ise yapilan denemeler sonucunda bitki biiylime diizenleyici
bulunmayan 2MS temel besin ortaminda %100 koklenme elde edilmistir. Bu calisma sayesinde

koklendirme agamasinin maliyeti olduk¢a diigmiistiir.

Aklimatizasyon asamasi bu bitki i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Bitki kaybinin 6nlenebilmesi
icin kontrollii alistirma asamasinda nem ve sicakligin kademeli bir sekilde dis kosullarla
dengelenmesi gerekmektedir. In vitro kosullarda ¢ok yiiksek nem ve optimum sicakliktan

dolay1 bu agsamada ani nem kaybi1 veya 1s1 soku bitkinin 6lmesine neden olmaktadir.

33



Yapilan ¢aligmalarin sonucu olarak daha az miktarlarda ve dogaya daha az zararl
kimyasallar kullanilarak 6lmez otunun mikrogogaltimimin optimizasyonu saglanmistir. Bu
sayede kiiltiir tarimi i¢in yiiksek miktarda fide liretiminde kullanilabilecek hizli ve ekonomik
yontem olusturulmustur. Ayrica bu tez ¢alismasi, 6lmez otunda ilerde yapilacak olan in vitro,

molekiiler ve sekonder metabolit calismalarina zemin olusturmaktadir.
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