KOCAELI UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZI

KIiTOSAN iLE BAZI BIiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ
SERAPIAS VOMERACEA’NIN IN VITRO FiZYOLOJiSi
UZERINE ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

ARDA ACEMI

KOCAELI 2018



KOCAELI UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERi ENSTITUSU

BIYOLOJi ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZI

KIiTOSAN ILE BAZI BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ
SERAPIAS VOMERACEA’NIN IN VITRO FIZYOLOJISI
UZERINE ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

ARDA ACEMI

Prof. Dr. Fazil OZEN
Danmisman, Kocaeli Universitesi

Prof. Dr. ibrahim OZKOC
Jiiri Uyesi, Ondokuz Mayis Universitesi

Prof. Dr. Yasemin OZDENER KOMPE
Jiiri Uyesi, Ondokuz Mayis Universitesi

Dog. Dr. Ozlem AKSOY
Jiiri Uyesi, Kocaeli Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Sevgi TURKER KAYA
Jiiri Uyesi, Kocaeli Universitesi

Tezin Savunuldugu Tarih: 21.06.2018



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tezde model organizma olarak ele alinmig olan Serapias vomeracea iizerinde
kitosan biyopolimerinin dogal bir bitki biiyiime artiricis1 olarak orkidelerde sebep
olabilecegi fizyolojik degisikliklerin yaygin olarak kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkileri ile kiyaslanarak ortaya c¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bitki
yetistiriciliginde giderek artan kimyasal madde kullanimina alternatif, ¢evre dostu ve
giivenilir bitki biiylime artiricilarina olan ihtiyag ileriki zamanlarda kitosan ve benzer
biyopolimerlerin 6nemini ortaya ¢ikaracaktir.

YiiksekOgrenimim boyunca bana sonsuz bir c¢alisma alan1 6zgirligi taniyan
danigsmanmim Prof. Dr. Fazil Ozen’e, ilk laboratuvar deneyimimi kendisinin destegiyle
kazandigim Prof. Dr. Ibrahim Ozkog’a, kendisinden kisa zamanda ¢ok fazla bilgi
edindigim Dr. Ogr. Uyesi Sevgi Tiirker-Kaya’ya, bu tezde kullandigim
kromatografik tekniklerin tamamini kendisinden 6grendigim merhum Dog. Dr. Nour
Eddine El Gueddari’ye, tez izleme ve tez savunmasindaki katkilarindan dolay: Prof.
Dr. Yasemin Ozdener Kémpe ve Dog. Dr. Ozlem Aksoy’a, akademik hayatimda
bana katki saglayan diger tiim hocalarima, desteklerinden dolayi aileme, yol
arkadasim Ruhiye Kiran’a, yolculuklarda biiyiidiigiim schirlerarasi yollara ve
gelecege dair hala kurmakta oldugum tiim hayallere igtenlikle tesekkiir ederim.

Haziran - 2018 Arda ACEMI
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KiTOSAN iLE BAZI BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ SERAPIAS
VOMERACEA’NIN IN VITRO FiZYOLOJiSi UZERINE ETKIiLERININ
KARSILASTIRILMASI

OZET

Bu calisma kismi N-asetile oligomerik ve polimerik kitosanlar ile yaygin kullanilan
bitki biiylime diizenleyicilerinin Serapias vomeracea’de sebep olduklart in vitro
fizyolojik degisimleri agiga c¢ikarmak igin yiiriitiildii. S. vomeracea tohumlarinin
¢imlenmesinde en yiiksek basar1 % 77,31 oranla % 0,25 aktif komiir katkilt Knudson
C besiyerinden saglandi. Bitki biiyiimesinde tiim parametreler goz 6niine alindiginda
ideal gelisimi saglayan uygulamalar ayni besiyerinde %3 muz homojenati (BAN) ve
cesitli konsantrasyonlarda kitosan uygulamalari (CHI) oldu. BAN, hindistan cevizi
suyu (COW) ve jasmonik asit (JAS) uygulamalar1 S. vomeracea’nin yaprak ve
koklerindeki hiicrelerin zar yapilarinin daha diizenli hale gelmesini saglarken, 6-
benzilaminopiirin (BAP) ve indol-3-asetik asit (IAA) uygulamalart hiicre
duvarindaki lignin molekiillerinin esterlesme derecelerini artirdi. Polimerik kitosan
(CHI-10) uygulamalar1 yaprak dokularinda protein ve pektin miktarini artirirken,
BAN uygulamasi ise bunlarin yani sira yaprak dokularindaki ligninlesmeyi de
uyardi. S. vomeracea’nin kok dokularinda JAS ve CHI uygulamalar: protein, su bagh
pektin ve ligninler, hidrosinamik asit ve alkaloit miktarlarinda artmaya neden oldu.
Diisiik konsantrasyonda CHI-10 ve JAS uygulamalari ile yiiksek konsantrasyodaki
oligomerik kitosan (CHI-1) uygulamasinin kdklerde ksiloglukan, ramnogalakturonan
ve B-galaktan miktarini artirdigi bulundu. Glukomannan igerigi agisindan ise en
olumlu etki indol-3-biitirik asit (IBA), CHI-1 ve IAA uygulamalarindan sagladi. Bu
calismayla birlikte 1yi karakterize edilmis kitosanin orkide yetistiriciliginde sentetik
bitki biiylime diizenleyicilerine karsi ¢evre dostu, biyobozunur ve giivenilir bir
alternatif oldugu ortaya konmus oldu. Ayrica FTIR spektroskopisinin sundugu
avantajlarin  bitki doku kiiltiirii uygulamalarina entegre edilmesiyle bitkide
gerceklesen fizyolojik degisimlerin molekiil diizeyinde aydinlatilmasina olanak
saglandi.

Anahtar Kelimeler: Bitki Biiyiime Diizenleyicileri, FTIR Spektroskopisi, Kitosan,
Biyopolimer, Serapias vomeracea.



COMPARISON OF THE EFFECTS OF CHITOSAN AND SOME PLANT
GROWTH REGULATORS ON IN VITRO PHYSIOLOGY OF SERAPIAS
VOMERACEA

ABSTRACT

This study was carried out to elucidate the in vitro physiological changes caused by
the partially N-acetylated oligomeric and polymeric chitosans and the common plant
growth regulators in Serapias vomeracea. The highest success in the germination of
S. vomeracea seeds (77.31 %) was obtained from Knudson C medium supplemented
with 0.25 % activated charcoal. Considering all the parameters in plant growth, the
applications that provided the ideal development were found to be 3 % banana
homogenate (BAN) and chitosan (CHI) in various concentrations, in the same
medium. In the leaves and roots of S. vomeracea, BAN, coconut water (COW) and
jasmonic acid (JAS) applications made the membrane structures of cells more stable.
The application of 6-benzylaminopurine (BAP) and indole-3-acetic acid (IAA)
increased the degree of esterification of lignin molecules in the cell wall while BAN
and polymeric chitosan (CHI-10) applications increased the amount of protein and
pectin in leaf tissues. Also, BAN application stimulated lignification in leaf tissues.
JAS and CHI applications increased the amount of protein, water-associated pectin
and lignins, hydrocinnamic acid, and alkaloids in the root tissues of S. vomeracea.
Furthermore, application of high concentration of oligomeric chitosan (CHI-1) and
low concentration of CHI-10 and JAS increased xyloglucan, rhamnogalacturonan
and B-galactan contents in roots. In terms of glucomannan content, the most
favorable effect was obtained from indol-3-butyric acid (IBA), CHI-1 and I1AA
applications. With this study, it was revealed that well-characterized chitosan is an
eco-friendly, biodegradable and reliable alternative to synthetic plant growth
regulators in orchid cultivation. Furthermore, by integrating the advantages of FTIR
spectroscopy into plant tissue culture applications, it was possible to illuminate the
physiological changes in the plant at molecular level.

Keywords: Plant Growth Regulators, FTIR Spectroscopy, Chitosan, Biopolymer,
Serapias vomeracea.

Xi



GIRIS

Orchidaceae (Orkidegiller, Salepgiller) familyasi igerisinde siniflandirilan orkideler,
sira dig1 goriinlimdeki c¢igeklerinin c¢ekiciligi, uzun raf Omiirleri ve ekonomik
degerleri nedeniyle siis bitkileri arasinda ayr1 bir yere sahip olarak
degerlendirilmektedirler. Diger otsu bitkilerden kimi zaman diger canlilarin
gorliniislerini andiran ¢ok farkli morfolojik yapidaki dikkat cekici cigekleri ile
ayrilirlar. On yedinci yiizyilda yasamis olan Alman botanik¢i Jakol Breyne “Eger
tabiat nesesini ¢igekler yoluyla gostermis olsaydi bu durum en carpict sekilde
orkideler arasinda goriliirdii” demistir (Davis ve dig., 1983). Cok ¢esitli kullanim
alanlarina sahip olan orkideler dncelikli olarak siis bitkisi olarak kiiltiire alinmalarina
ragmen, kimileri bitkisel ilag veya gida katki maddesi olarak da kullanilmaktadir.
(Arditti, 1992). Dendrobium, Paphiopedilum, Phalaenopsis ve Vanda gibi cinslerin
tirleri gosterisli gigekleri nedeniyle siis bitkisi olarak kiiltiire alinirlarken, Vanilla
tiirleri ise baharat olarak kullanilan orkidelere dair nadir Orneklerdendir. Cesitli
amaglarla kiiltire alinan bu orkidelerden farkli olarak, tabiatta bulunan yabani
orkideler gida ve kozmetik sanayindeki degerleri nedeniyle ilgi gormektedirler.
Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren Anacamptis, Himantoglossum, Ophrys, Orchis ve
Serapias gibi cinslerin tiirleri ise yumrularinin ekonomik degerleri nedeniyle
dogadan toplanilmaktadir. Bu ekonomik deger, yumrularinda tiirden tiire degisiklik
gosteren oranlarda bulunan glukomannan isimli karbonhidrat polimerinden
kaynaklanmaktadir. Bu polimer, gida sanayinde salep yapiminda ve bazi gidalarda
kivam artirict ve aroma verici olarak, kozmetik sanayinde bazi sabunlarda ve
kremlerde katilagtirict olarak, tipta ise zayiflamaya yardimct kapsiil gida
takviyelerinde ve cesitli kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ileriki
bolimlerde detayli olarak agiklanacak olan fakat burada kisaca deginilen bu
ekonomik degerleri nedeniyle iilkemizde pek ¢ok orkide tiiri gelisigiizel
toplanilmalar1 ve habitatlarinin tahrip olmasi nedeniyle tiikkenme tehlikesi tehdidi

altindadir. Diinyada ve iilkemizde dogal orkideleri ve yayilis gosterdigi habitatlar



i¢in koruma tedbirleri alinmakta ve bu bitkilerin ticaretini siirlayict 6nlemler hayata
gecirilmektedir. Alman bu Onlemlere ragmen mevcut riskin ve tahribatin Oniine
gecildigi soylenememektedir. Orkidelerin i¢inde bulundugu bu durum nedeniyle,
bitkiler aleminin bu giizel varliklari sadece kurtarmak igin degil, ayn1 zamanda
bilimsel ve akilc1 bir yontem ile ekonomik potansiyellerinden yararlanmak icin de
etkin bir stratejinin tasarlanmasi gerekir. Gelistirilecek bu stratejinin yolu; ticari
Olgekte ve yiiksek verimde egzotik hibrit orkideler de dahil olmak tizere nadir, nesli
tikenen ve tehlike altindaki orkidelerin {iretiminin yapilabilecegi bir in vitro
¢ogaltim tekniginin ve protokoliiniin standardizasyonundan ge¢mektedir (Chugh ve
dig., 2009). Bu nedenle farkl tiirlerdeki orkidelerin in vitro ¢ogaltiminda verimli,
kolay, maliyeti diisiik ve etkili protokollerin gelistirilmesine dair ¢aligmalar dnem

tasimaktadir.

Bitki doku kiiltlirii teknigi, ¢ogaltimi yapilmak istenilen bir bitkinin, hiicreleri
farklilasma 6zelligini kaybetmemis herhangi bir dokusunun veya organinin kontrollii
cevre sartlar1 altinda, uygun bitki biiyiime diizenleyicileri ve/veya bitki biiylime
artiricilarinin da katkilariyla, 6zel besiyerleri kullanilarak in vitro gelistirilmesine,
¢ogaltilmasina ve bu yolla tiim bitkinin elde edilmesine dayanmaktadir. Bitki doku
kiiltiirlerinde tizerinde calisilacak bitkinin fizyolojik ve anatomik 6zelliklerine gore
yaprak, siirgiin, meristemler, kok, anter veya tohumlar baslangi¢c eksplant1 olarak
kullanilabilirler. Orkideler kullanilarak yapilan doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda ise
baslangi¢ eksplanti olarak ¢cogunlukla tohumlar tercih edilmektedirler. Bunun nedeni
orkidelerin  ovaryumlarinda  sayillamayacak kadar fazla sayida tohum
iiretebilmeleridir. Orkideler; yavas gelismeleri, tohumlarinin dogal habitatlarindaki
mikorizal mantarlarla simbiyotik iliski gerektirmesi ve tohumlarinin dogada diisiik
¢imlenme oranlari1 nedeniyle in situ korumasi olduk¢a zor olan bitkilerdir (Godo ve
dig., 2010). Buna karsin in vitro kiiltiirler dogada tohumlar1 ¢imlenme ve gelisme
gicligii gosteren orkide ve benzeri bitkilerin daha hizli ve verimli iiretimi igin bir
alternatif sunabilirler. Bitki doku kiiltiirlerinde baslangi¢ materyalinin hiicrelerinin
boliinlip farklilagmasinda, yeni doku ve organ haline doniismesinde ve hedeflenen
iirlinlin ortaya c¢ikmasinda bir¢cok faktér rol oynamaktadir. Bu faktérlerden ikisi,
kiiltiire alman dokunun farklilagmasina yon verilmesine olanak saglayan bitki

biiyiime diizenleyicileri (BBD) ve bitki biiyiime artiricilari (BBA) veya



tetikleyicileridir. BBD’ler, yiiksek bitkilerde gelisim ve bazi metabolik olaylara katki
veren organik kimyasal bilesiklerdir. Klasik olarak, oksinler, sitokininler, absisik
asit, etilen ve giberellinler olmak tizere bes ana grupta toplanirlar. Bunlara ek olarak,
brassinosteroitler, salisilik asit, jasmonatlar ve poliaminler de son donemlerdeki
bilimsel c¢alismalarla birlikte BBD listesine dahil edilmislerdir (Rademacher, 2015).
Hem dogal olusan hem de sentetik olan BBD tiirevleri ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
dahi kullanildiklarinda etkili olabilirlerken, diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) gibi
sentetik olanlar1 belirli bir seviyede kullanimla birlikte kiiltiirlerde zehirli etkilere
sebep olabilirler (Peterson ve dig., 2016). Bilim diinyasinin, iiretimin boyutunu
artirmak i¢in BBD’lere alternatif olabilecek maddeleri arastirmaya yogunlasmasiyla
birlikte siis, bahce ve zirai bitki endiistrilerinde BBA’lar olarak bilinen, dogal,
biyobozunur, etkin ve diisiik maliyetli alternatif kimyasallar popiiler hale gelmistir.
Gilinimiizde BBD’lere alternatif olarak deneysel oOlgekte kullanilmaya baslanan
BBA’lardan biri olan kitosan, kitin biyopolimerinin deasetilasyonu ile elde edilen
lineer bir aminopolisakkarittir. Kitosanin bitki biiylimesine yaptigi etkilerin
fizyolojik olarak hangi BBD ile benzer oldugunun anlasilmasi, bu BBA’nin hangi
grup BBD’ye alternatif olarak kullanilacaginin agiklanmasinda rol oynayacaktir.
Bitkilerin in vitro gelisimleri sirasinda BBD’lere ve BBA’lara verdikleri molekiiler
diizeydeki tepkilerin anlagilmasi her iki kimyasal grubunun izledigi etki
mekanizmalart i¢in bir kargilastirma imkani sunacaktir. Kitosanin bitki gelisimi
tizerindeki etkileri, bu aminopolisakkaritin polimerizasyon derecesine ve buna bagl
degisen molekiiler agirhigina bagl olarak farklilasmaktadir. Bu etkilerin
tiirevlenmesinde diger bir etken de kitosanin asetilasyon derecesidir (Luan ve dig.,
2005). Bu nedenle sanayinin ve tarimsal iiretimin ihtiyaglari dogrultusunda ilgili
bitkilerin iiretim veriminin artirilmasi igin kullanilacak olan bir biyopolimerin

kimyasal 6zelliklerinin mutlaka net olarak tanimlanmasi gerekmektedir.

Tirkiye’de dogal yayilis gosteren bircok orkide tiiriiniin igerisinde Serapias
vomeracea (Burm.) Brig. hem dogadaki birey bollugu hem de yayilis alaninin
genigligi acisindan diger birgok orkide tiiriinden daha avantajli konumdadir. Diger
orkide tiirlerine kiyasla gosterissiz olan cigekleri dogada dikkat c¢ekme
potansiyellerini sinirlamaktadir. Buna ragmen orkide tiiccarlar tarafindan dogadan

bilingsizde sokiilmekte ve diger orkide tiirlerinde de oldugu gibi dogal habitatlari



cesitli nedenlerle tahribata ugramaktadir. Buna karsin S. vomeracea’nin diger orkide
tiirlerine kiyasla genis bir yayilis alaninda bulunmasi onun ekolojik toleransinin da
gorece genis oldugunun bir gostergesidir. Bu nedenle S. vomeracea’nin Kkiiltiire
alinmasi durumunda iilkemizin ¢esitli bolgelerinde sanayi ihtiyaglar i¢in tarimsal
tiretiminin yapilabilecegi anlasilmaktadir. Bu tiiriin kiiltiire alinmak suretiyle maruz
kaldig1 tehditlere karsi koruyucu bir 6nlem alinmasi ve hizli bir {iretim protokolii
tanimlanarak yukarida anilan ekonomik nedenlerden dolay1 ticari potansiyelinin
artirtlmasi1 hem tilkemizin dogal zenginligini korumak hem de iilkemiz ekonomisine

katki saglamak icin gereklidir.

Bitki doku kiiltiirlerinde BBD ve BBA olarak kullanilan sentetik ve dogal
kimyasallarin  bitkiler {izerindeki etkileri, hiicresel diizeydeki molekiiler
degisimlerden ziyade c¢ok biiyiik oranda morfometrik parametre temelli olarak
kiyaslanmakta ve agiklanmaya calisilmaktadir. Bu etkilerin bitkide morfolojik
degisimlerin yani sira, hiicresel diizeyde neden ve nasil karsilik bulduklariin
aydinlatilmasi, 6zellikle orkideler i¢in bu bilgi eksikliginin giderilmesi agisindan
onemlidir. Bu caligmada, iilkemizde bulunan diger dogal orkide tiirlerine kiyasla
ulagilmasi kolay tiirlerden biri olan S. vomeracea’nin in vitro gelisiminde kullanilan
BBD’lerin ve karakterize edilmis N-asetile kitosan oligomer ve polimerlerinin
fizyolojik etkilerinin Fourier Doniistimlii  Kizilotesi Spektroskopisi  (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy; FTIR) araciligiyla molekiil —diizeyinde
karsilastirilmast ve bitkideki etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaglandi. Bu tez
caligmasinin hedefi, N-asetile kitosan oligomer ve polimerlerinin gida, tip ve
kozmetik sanayisinde kullanilabilecek potansiyeli ve degeri yiiksek bir model bitki
olarak belirlenen S. vomeracea iizerinde yapi-fonksiyon iligkisinin yaygin olarak
kullanilan BBD’ler ile karsilastirilmali olarak in vitro diizeyde gosterilmesidir. Bu
tez calismasinin sonucunda elde edilen bilgiler, orkide kiiltiirlerinin kurulmasinda ve
stirdiiriilmesinde kullanilabilecek dogal ve sentetik kimyasal maddelerin orkideler
tizerindeki molekiiler etki mekanizmalar1 hakkinda 6ncii olacak bilgi kazanimini

saglamaktadir.



1. GENEL BILGILER

Gergeklestirilen bu tez calismasinin arka planinin kapsamli olarak ortaya konmasi
i¢in teze konu olan Serapias vomeracea orkidesinin biyolojik 6zelliklerinin, Kitosan
aminopolisakkaritinin, yaygin olarak kullanilan BBD’lerin, bitki doku kiiltiirii ve
FTIR uygulamalarinin 6zelliklerinin, kullanildiklar1 g¢aligmalarin ve bunlarin

sonuglarin irdelenmesi gerekmektedir.
1.1. Tezde Kullanilan Bitki Materyali
1.1.1. Ochidaceae familyasi iiyelerinin genel 6zellikleri

Orchidaceae familyasi Tirkge olarak Orkidegiller veya Salepgiller olarak
isimlendirilmektedir. Ulkemizde bu familyanm iiyeleri ¢ok yillik, ototrofik veya
bazen heterotrofik olabilen otlardir. Rizomlari, ipliksi kokleri veya yumru kokleri
bulunmaktadir. Bu yapilara niifuz eden endofitik mikorizalar ile simbiyotik yasarlar.
Yapraklar ¢ogu zaman bazal veya bazen govde tizerindedir. Govdeleri gogu zaman
lizerinde veya ucunda bir veya daha fazla ¢igek durumu tasiyan dik uzanimli bir
yapidadir. Cicekleri zigomorf olup genellikle gevsek veya sik basak durumunda
bulunurlar. Cigekler genellikle bas asag1 dururlar (resupinat) ve ¢ok ¢esitli géz alict
renklerde ve sekillerde bulunabilirler. Cicek halkasi iki bdliimden olusmaktadir.
Distaki halkada birbirine benzer 3 sepal, igteki halkada ise birbirine iki petal ve
bunlardan ¢ok farkli sekillerde bulunabilen bir labellum bulunur. Labellum goze
carpan ¢ok c¢esitli boyutta ve renklerde olup genellikle mahmuzludur. Bazen
tozlagsmaya yardimci olmak amaciyla ¢esitli boceklere benzer sekilde bir hal almistir.
Kolon, stigma ve stamenlerin birlesiminden olusur. Anter lokuluslar1 konnektif isimli
bir yapi ile birlesir. Polen kitleleri (pollinia) 2 veya 4 tanedir. Mumlu veya tozlu
graniiloz olabilir. Cogunlukla serbest veya bir kese i¢inde olabilen 1 veya 2 yapiskan
guddeye baghdir. Ovaryum kivrilmig veya diiz olup list durumludur. Kiigiik bir sap1
olabilir veya sapsizdir. Plasentalanma g¢epere baghdir (pariyetal). Olgun meyveler

kapsiildiir. Cok sayida tohum igerir ve endospermleri yoktur (Davis, 1983).



1.1.2. Serapias vomeracea’nin biyolojik ézellikleri

Serapias vomeracea (Burm.) Brig. (Orchidaceae) tiiriiniin isimlendirilmesinde
WCSP (World Checklist of Selected Plant Families, Kew Royal Botanic Gardens)
verileri dikkate alinmigtir. S. vomeracea kurak cayirliklarda, terkedilmis tarim
arazilerinde, fundaliklarda ve galilik alanlarin oldugu habitatlarda 1000 m ytikseklige
kadar bulunabilen, genis yayilisli ve ¢ok yillik bir orkide tiirtidiir (Sekil 1.1.).

Sekil 1.1. Serapias vomeracea’nin dogadaki goriiniimii

Dogu Akdeniz elementidir. Yayilis alani, Tirkiye disinda Akdeniz-Atlantik
iilkelerini  (Portekiz, Ispanya, Fransa, Italya, Balkanlar ve Yunanistan)
kapsamaktadir. Bununla birlikte Kuzey Afrika’da da (Fas ve Tunus) bulunmakta
olup yiiksek seviyede kendilesme baskisi altindadir (Bellusci ve dig, 2009). Yumru
kokii bulunur. Mahmuzu olmayan 3 loblu bir labelluma sahiptir. Epigil (6n dudak) 13
mm’den uzun ve diiz renkli olup, labellumun bazal kisminda ona eslik eden 2 adet

siskinlik vardir (Sekil 1.2.). Sepal ve petallerin olusturdugu derin baslik bocekler igin



iyl bir barinma ortami saglar. Kromozom sayisi 2n = 36’dir (Pellegrino ve dig.,

2017).

Sepal

Sepaller ve petaller l
Polen kitlesi

Labellum

A B

Labellum

Sekil 1.2. Serapias spp.’de ¢igegin genel goriinimii ve kisimlar
(Pellegrino ve dig., 2017). A: Petal, sepal ve hipogilin (arka dudak)
birlikte olusturduklar1 baslik (yandan), B: Cigekteki organlarin
ayristiritlmig gosterimi (karsidan)

Tiirkiye’de genis yayilig gosteren S. vomeracea tiirii, Diyarbakir, Giresun, Hatay,
Istanbul, Izmir, Kirklareli, Kocaeli, Mugla, Ordu, Rize, Sakarya, Sinop, Tekirdag,
Yalova ve Zonguldak illerini de kapsamakta olan Al, A2, A4, A5, A6, A7, A8, B1,
B8, C1, C2 ve C6 karelerinde (Sekil 1.3.) bulunmaktadir (URL-1).
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Sekil 1.3. Serapias vomeracea’nin Tiirkiye’deki yayilis haritas1 (URL-1)




1.1.3. Serapias vomeracea’nin ekonomik degeri

Gliniimiizde orkidelerin Tayland, Avustralya, Singapur, Malezya ve diger bircok
tilkede milyon dolarlik bir endiistrisi vardir. Baz1 orkideler oncelikli olarak siis bitkisi
olarak yetistirilmelerine ragmen, kimileri ila¢ ve kozmetik {iriinli olarak veya bir¢ok
farkli kiltir ve cinsleri salep, dondurma ve sporcu besinlerinin yapiminda
(Cynorchis, Eulophia, Orchis, Serapias ve diger yumrulu orkideler)
kullanilmaktadirlar (Arditti, 1992). Serapias vomeracea yumrularinin ekonomik
degeri yiizlinden toplanan orkide tiirlerinden biridir. Bu orkidelerin yumrularini bu
denli degerli kilan faktor ise yumrularmin igerdikleri glukomannan isimli bir
polisakkarittir. Glukomannan biyomolekiiliinii detayli olarak tanimlamak gerekirse,
bir hammadde olarak degerlendirilen glukomannan, orkidelerin ve konyak bitkisinin
(Amorphophallus  konjac) yumrularindan elde edilen bir polisakkarittir.
Glukomannanin kimyasal yapisi B,1-4 glikozidik baglarla birbirine bagli, konyak
bitkisinde 1,6:1, orkidelerde ise 3,6:1 oraninda mannoz ve glukozdan olusmaktadir.
Fakat bu oranlar dl¢limiin yontemine gore farklilik gosterebilir (An ve dig., 2010).
Glukomannan giiniimiizde geleneksel igecegimiz salebin hammaddesi olmasinin
Otesinde hidrofilik 6zelliginden dolayr gida takviyelerinde, Gzellike zayiflamaya
yardimct kapsiillerin ve diger besin takviyelerinin yapiminda kullanilmaktadir.
Ayrica ayni Ozelligi bu polisakkaritin gida sanayinde kivam artirict olarak
kullanilmasini sagladig1 bilinmektedir. Glukomannanin yiiksek kolesterol tedavisinde
de kullanilabilecegi ayrica bildirilmistir (Arvill ve Bodin, 1995; Sood ve dig., 2008).
Oldukca genis kullanim alanma sahip glukomannan, konyak bitkisinin yani sira
yumrulu yabani orkidelerden de elde edilmektedir. Ulkemizde her yil ortalama 80
milyon orkide bitkisi salep hammaddesi ve/veya glukomannan elde etmek amaciyla
sokiilmektedir. Toplanip kurutulan ve toz haline getirilen yumrular salep tozu ismiyle
anilmaktadirlar. Bir kilogram salep tozu i¢in yaklasik 1000 orkide yumrusuna ihtiyag
duyulmaktadir (Sezik, 1984). Salep tozunun piyasa degeri 200 TL-kg™’dan
baslamaktadir. Bu yiizden orkideler heniiz tiikenmemis olsalar da giin gectik¢e artan
talep dogrultusunda dogadan toplanmalar1 artmaktadir. Bununla birlikte, familyanin
tim tyeleri “Nesli Tehlikede Olan Yabani Fauna ve Flora Tirlerinin Uluslararasi
Ticaretine Iliskin S6zlesme” (CITES)’ye dahildir ve uluslararas: ticareti sik1 sekilde

kontrol altinda tutulup izlenmektedir (URL-2).



1.2. Bitki Doku Kiiltiirii Bilimi

Bitki doku kiiltiirli, ana¢ bitkiden izole edilen bitki hiicrelerini, dokularini veya
organlarin1 yapay besiyerleri iizerinde biiylitme bilimidir. Botanikteki bir¢ok
disiplinde arastirmalarda kullanilan teknikleri ve metotlar1 igermektedir ve pratikte
cesitli amaclarla kullanilir. Kiiltiirlerde hiicrelerin veya dokularin gesitli amaclarla
farklilagsmasinit yonlendirmek i¢in bitki biiylime diizenleyicileri veya bazi dogal
besiyeri katkilar1 kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltliriiniin genel kullanim amaglari;
haploit bitki iiretimi, germplazm muhafazasi, yeni bitki varyetelerinin tretilmesi,
nadir ve tiikkenmekte olan bitkilerin korunmasi, dogal iiretimi gili¢ olan bitkilerin
cogaltilmasi, sekonder metabolitlerin iiretilmesi ve transgenik bitki eldesidir (George
ve dig., 2008). Bu tez caligmasi i¢in gerekli olan miktarda bitki materyali bitki doku
kiiltiirii yoluyla tiretilmistir. Bu tiretimin genel olarak 5 temel asamasi vardir. Bunlar;
1. Hazirlik (Anag bitki se¢imi ve yiizeysel sterilizasyon), 2. Kiiltiiriin baslatilmasi, 3.
Siirgiin ¢ogaltimi agsamasi, 4. Siirgiin gelisimi ve koklendirme agamasi, 5. Dig ortama
aligtirma agamasi. Orkidelerin in vitro siirgiin gelisimi stratejisi diger bir¢ok bitkiden
farkli oldugu icin 3. asama orkidelerde farklidir. Bu asama orkidelerde siirgiin
¢ogaltimi yerine protokorm veya protokorm benzeri yapilarin olusumu ismini alir
(Chugh ve dig., 2009). Bitkilerin in vitro gelisimlerini ve fizyolojilerini etkileyen
bagslica unsurlar, besiyerinde kullanilan BBD’ler ve diger besiyeri katki maddeleridir.
Bu bilesenlerden bir veya birkaginin uygun konsantrasyon ve kombinasyonlarda

kullanilmasiyla verimli ve giivenilir in vitro ¢ogaltim protokolleri olusturulmaktadir.
1.2.1. Bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD)

Genel olarak bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan BBD’ler yukarida bahsedilen temel
gruplar igerisinde incelenmektedirler. Absisik asit, etilen ve salisilik asit diginda
birden fazla kimyasal bilesik iceren bilyiime diizenleyici gruplarinin igerdikleri bu
bilesiklere Ornek olarak sunlar verilebilir; Kinetin, 6-benzilaminopiirin ve zeatin
(sitokininler), indol-3-asetik asit, indol-3-biitirik asit ve 2,4-diklorofenoksiasetik asit
(oksinler), giberellik asitler (giberellinler), metil jasmonat ve jasmonik asit
(jasmonatlar), brassinolit, 24-epibrassinolit ve 28-homobrassinolit

(brassinosteroitler), putreskin, spermidin ve spermin (poliaminler) (Rademacher,



2015). Bu tez ¢aligmasinda kullanilan BBD’lerin kimyasal ozellikleri ve bitkiler

tizerindeki etkileri asagida agiklanmistir.
1.2.1.1. 6-benzilaminopiirin (BAP)

Sitokinin grubu biiyiime diizenleyicilerden biri olan 6-benzilaminopiirin (BAP)
adenin (aminoplirin) tlirevi bir kimyasaldir (Sekil 1.4.). Doku kiiltiirii ¢alismalarinda

ve tarimda siirgiin gelisimini tesvik etmesi nedeniyle kullanilir.

Sekil 1.4. 6-benzilaminopiirinin
kimyasal yapis1

Bitki dokularinda kolay metabolize edilmesi ve zeatin gibi diger dogal sitokininlerin
sentezini uyarmasi nedeniyle diger sentetik sitokininlere kiyasla daha avantajlidir
(Sharma ve dig., 2017). BAP ayni1 zamanda hiicre zarlarmin gecirgenligini ve
akiskanligini artirdig icin hiicrelere daha kolay niifuz edebilir ve etkisini gosterebilir.
Bu nedenle ¢ogu bitkinin in vitro kiiltiirlerinde diger sitokininlere oranla lateral
stirglin gelisimi ve slirglin ¢ogaltimi iizerine etkisi daha baskin olarak goriilmektedir
(Acemi ve dig., 2016). Onceki ¢alismalarda BAP 1n siirgiin ¢cogaltimi iizerine olan
konsantrasyona bagimli etkisi mavi yildiz bitkisi (Amsonia orientalis) tizerinde
gosterilmistir (Acemi ve dig., 2013). Bunun yan1 sira, BAP uygulamasinin brokolide
(Brassica oleracea) klorofil bozunumunu azalttigi (Costa ve dig., 2005) ve elmada
(Malus domestica) ¢igeklenme oranini ve siirgiin gelisimini artirdigi rapor edilmistir
(Li ve dig., 2015). Serapias vomeracea’de ise 2,0 mg:l" BAP uygulamasimin

tohumlarin ¢imlenme oranini artirdig1 gosterilmistir (Bektas ve Sokmen, 2016).
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1.2.1.2. Kinetin (KIN)

Adenin tiirevi bir diger sitokinin olan kinetin (KIN) BAP ile birlikte en genis
kullanim alanina sahip biliylime diizenleyicilerinden biridir (Sekil 1.5.). Apikal
dominansin asilmasii sagladigi icin BAP gibi siirgiin ¢ogaltiminda kullanilir.

Stomalarin agilma oranini artirarak transpirasyonu artirir (Assmann ve Armstrong,

1999).
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Sekil 1.5. Kinetinin kimyasal yapisi

Hong ve dig. (2008) Paphiopedilum “cv. Alma Gavaert” orkidesinin siirgiin
¢ogaltiminda en uygun biiylime diizenleyicisinin 4,65 pM kinetin oldugunu
bulmuslardir. ~ Yiiksek  konsantrasyonda  kinetin  uygulamasmin  Knautia
sarajevensis’de apikal dominansin asilmasi ve sekonder metabolit birikimi lizerine

olumlu etki yaptig1 bildirilmistir (Karalija ve dig., 2017).
1.2.1.3. Indol-3-asetik Asit (IAA)

Dogal olusan ve yaygin olarak kullanilan oksin grubu biiyiime diizenleyicilerden biri
olan indol-3-asetik asit (IAA) agirlikli olarak bitkilerin tepe tomurcuklarinda ve geng

yapraklarin ug¢ kisimlarinda iiretilmektedir (Sekil 1.6.).
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Sekil 1.6. Indol-3-asetik asitin
kimyasal yapisi

O

Bitkilerde hiicre boliinmesi ve uzamasm tesvik eder. Dokulardaki oksin
konsantrasyonlar1 birbirinden farklidir ve bitki tarafindan siki kontrol altindadir. IAA
cogunlukla bitki doku kiiltiiriinde ve bahge bitkileri yetistiriciliginde adventif kok
olusumunu tesvik etmek tizere kullanilir. Ayrica ticari olarak da satilan [AA
celiklerin koklendirilmesinde de kullanilmaktadir (Miiller ve Sheen, 2008). Diisiik
konsantrasyonlarda in vitro IAA uygulamasinin Calanthe tricarinata’da tohumlarin
¢imlenme oranint artirdigt (Godo ve dig., 2010), yiiksek konsantrasyonlarda
uygulandiginda ise Orchis purpurella tohumlarinin ¢imlenme oranini diistirdiigi

bildirilmistir (Hadley ve Harvais, 1968).
1.2.1.4. indol-3-biitirik Asit (IBA)

Birc¢ok bitkinin yapisinda dogal olarak bulundugu bilinen indol-3-biitirik asit (IBA)
koklenmede rol oynayan baslica oksin grubu biiyiime diizenleyicilerinden biridir
(Sekil 1.7.).

O
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Sekil 1.7. Indol-3-biitirik asitin
kimyasal yapis1

12



Bitki dokularinda IAA’dan kiitlece daha az miktarda bulundugu bildirilmistir. IBA
bitki gelisimi sirasinda [AA’ya c¢evrilmekte olup bu durum onun bitki gelisimi
acisindan oksinin depo formu olduguna isaret etmektedir (Korasick ve dig., 2013).
Genel olarak, IBA’nin IAA’ya oranla bitkileri koklendirmedeki yiiksek basarisinin
nedeni Kararliligina bagldir. Ayrica yapilan caligmalar IBA iletiminin IAA’dan daha
yavas oldugunu ortaya koymustur. Bu durum molekiiler agirliklarinin farkliligindan
kaynaklanmaktadir (MAga 203,24; MAaa 175,18). Bununla birlikte ¢evre sartlarina
bagli bozunuma karsi IAA’ya oranla daha direnglidir. Isik altinda IAA % 97, IBA ise
% 60’a kadar bozunum gosterebilir (Epstein ve Ludwig-Miiller, 1993). Bir Catleya
hibridinde (Blc. Cherry Comton x Mem. Robert straight) en iyi kdklenmenin 2,4
mg-1™" IBA varhiginda bulundugu bildirilmistir (Dewir ve dig., 2015). Ayrica IBA ile
KIN’in birlikte uygulanmasimin Dendrobium chrysotoxum tohumlarinin ¢imlenmesi

tizerine sinerjistik bir etkisinin oldugu bulunmustur (Nongdam ve Tikendra, 2014).
1.2.1.5. Jasmonik Asit (JAS)

Oksilipinler sinifindan olan jasmonik asit (JAS) Jasminum tiirlerinde dogal olarak
sentezlenen Onciilii linoleik asit olan ve genellikle yaralanma sonucunda ortaya

¢ikan, strese bagimli bir biiylime diizenleyicisidir (Sekil 1.8.).

H3C

Sekil 1.8. Jasmonik asitin kimyasal yapisi

Senesens ve bliylimenin yavaslamasinda gorev aldig diislintilmiis olsa da jasmonik
asit meristem olusumunu tetikleyebilir. Ayrica 6zellikle patates bitkilerinde in vitro
mikro yumru olusumunda kullanilmaktadir (Pruski ve dig., 2003). Debeljak ve dig.
(2002) 5 mgl? JAS ve 5 g1 siikroziin birlikte kullamldiklarinda Pterostylis
sanguinea’da yumru olusumunun tetiklendigini bulmuslardir. JAS’1n metil esterinin

(Me-JA) Dendrobium orkidelerinde etilen {iretimini ve 1-aminosiklopropan-1-
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karboksilik asit (ASK) igerigini artirdigi gosterilmistir. Bu durumun Dendrobium
orkidelerinde tozlasma esnasinda yasanan olaylarin bir benzeri oldugu bildirilmistir.
Dolaysiyla Me-JA uygulamasi Dendrobium orkidelerinde tozlasmada goriilen

fizyolojik degisimlerin aynilarini tetiklemektedir (Porat ve dig., 1995).
1.2.1.6. Kitosan Aminopolisakkariti (CHI)

Kitosan (CHI), Crustaceae iiyelerinin ve boceklerin kabuklarinda, mantarlarin hiicre
duvarlarinda ve bazi alglerde bulunan kitin biyopolimerinin deasetile halidir (Nge ve
dig., 2006). B (1—4) bagh  2-asetamido-2-deoksi-p-D-glukoz ~ (N-
asetilglukozamin)’dan meydana gelir (Sekil 1.9.).

HO
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Sekil 1.9. Kitosanin kimyasal yapist

Cesitli calismalarda kitosanin orkidelerde tohumlarin ¢imlenme oranini artirdig
(Nge ve dig., 2006), bamyada bitki gelisimi ve mahsul verimi lizerine olumlu
etkileri oldugu (Mondal ve dig., 2012), kesme ¢igekgilikte ci¢eklerin vazo dmriinii
(Bafiuelos-Hernandez ve dig., 2017) ve ¢igeklerin kalitesini (Ohta ve dig., 1999)
artirdig1 ayrica bircok bitkide abiyotik stres direncinin ve mikrobiyal etkilesimlere
kars1 cevabin olugsmasinda etkili oldugu (Das ve dig., 2015) bildirilmistir. Kitosan bir
stres faktorii gibi bitkinin savunma mekanizmasini tetikler ve bir sinyal molekiilii
olan H,0;’nin iiretimini artirir (Pichyangkura ve Chadchawan, 2015). Bu artis bitki
dokularindaki dogal sitokininlerin seviyelerinde gecici bir artisa sebep olur (Ha ve
dig., 2012). Bitkilerin verdigi bu cevap zayif bir stres faktoriine verdikleri cevapla
aynidir. Bununla birlikte Vasconsuelo ve dig. (2004) kitosan uygulamalarinin lignin
biyosentezini ve hiicre duvarlarinin lignifikasyonunu artirdigi ve bu sayede bitkilerde
slirglin olusumunu tetikledigini gostermislerdir. Bu sebeple kitosan biyopolimeri

sadece bitkilerde savunma sistemini tetikleyen bir etken degil dogal bir bitki biiyiime
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artirict (BBA) olarak da kabul edilmektedir. Buna ragmen giliniimiize kadar bu
biyopolimer in vitro ¢ogaltim calismalarinda yaygin olarak kullanilmamistir. Yakin
zamandaki c¢alismalar ¢ogunlukla ticari siis orkidelerinin (Nge ve dig., 2006,
Kananont ve dig., 2010, Pornpienpakdee ve dig., 2010) ve patates bitkisinin
(Kowalski ve dig., 2006, Asghari-Zakaria ve dig., 2009) ¢ogaltimi iizerinedir. In
vitro ¢ogaltim c¢alismalarinda kullanilan kitosanlara bitkilerin verdigi tepkiler
kitosanlarin polimerizasyon dereceleri, baska bir deyisle molekiiler agirliklar
ve/veya asetilasyon derecelerine baglidir (Luan ve dig., 2005). Ornegin; Dendrobium
orkidelerinde yapilan bir ¢aligmada sadece % 70 ve % 80 asetilasyon derecesine
sahip kitosanlarin protokorm benzeri yapilarin (PBY) olusumunu tesvik ettikleri
gosterilmistir (Pornpeanpakdee ve dig. 2006). Diger bir aragtirmada ise Dendrobium
phalaenopsis PBY’lerinin in vitro biiyiitiilmesi {izerine farkli molekiiler
biiyiikliiklerdeki kitosan uygulamalariin etkilerini deneyen Nge ve dig. (2006) 1
kDa biiyiikliigiindeki karides kokenli kitosanin 10 ve 100 kDa molekiiler
biiyiikliikteki kitosanlardan daha cok biiylimeyi tesvik ettigini ve meristematik
dokulardan PBY olusumunu tetikledigini gostermislerdir. Dolayisiyla kitosanlardaki
bu yapi-fonksiyon iliskilerinin ve sonug¢larinin agiga ¢ikarilmasi igin iyi karakterize
edilmis, kismi N-asetile kitosan oligomer ve polimerlerinin bitkilerdeki fizyolojik

etkilerinin aydimnlatilmas1 gerekmektedir.
1.2.2. Diger besiyeri katki maddeleri

Bitki doku kiiltiirtinde kullanilan, bitki gelisimine veya kiiltiirdeki olumsuz etkilerin
yatistirilmasina olumlu katkida bulunan fakat herhangi bir kimyasal sinifi igerisinde
kategorize edilmeyen kiiltiir bilesenlerini tanimlamaktadir. En bilinen ve sikilikla
kullanilanlari; karbon kaynagi olarak siikroz ve fenolik madde absorbandi olarak
aktif komiirdiir. Bunun yaninda, ¢ogunlukla orkide kiiltiirlerinde kullanilan muz
homojenati ve hindistan cevizi siiti de heniiz tamamen aydinlatilmamis bitki

besleyici 6zelliklerinden dolay: tercih edilmektedirler.
1.2.2.1. Muz Homojenat: (BAN)

Orkide kiiltiirlerinde homojenize edilmis muz meyvelerinin besiyerine eklendiginde
bitki biliylimesini artirdiklar1 siklikla rapor edilmistir. Parthibhan ve dig. (2015)

Dendrobium aqueum kiiltiiriinde besiyerine kullanilan 3 g1 muz pulpunun
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orkidenin siirglin sayisi ve uzunlugunu artirdigini bulmuslardir. Muz homojenati
(BAN) uygulamasinin Dendrobium lituiflorum tohumlarinda ise ¢imlenmeyi artirdigi
ve koklenmeyi erkene aldigi rapor edilmistir (Vyas ve dig., 2009). Bitki gelisimi i¢in
sagladiklar1 bu olumlu etkilerin nedenleri heniiz tam anlamiyla agiga
kavusturulamamistir. Bununla birlikte besiyerinde pH diizeyini stabilize ettigi
diistiniilmektedir. Bu etkinin muz meyvelerinin K, Mg, Cu, Mn, vitamin C veya
vitamin A bakimindan (Wall, 2006) ya da dogal sitokininlerce zengin olmasindan

kaynaklandig: diisiiniilmektedir (van Staden ve Stewart, 1975).
1.2.2.2. Hindistan Cevizi Suyu (COW)

Hindistan cevizi suyu (COW), Cocos nucifera meyvelerinin endosperm sivisina
verilen isimdir. Genel olarak kiiltiirlerde hem morfogenez hem de kallus olusumunu
uyardigr i¢in kullanilmaktadir. Orkide kiiltiirlerinde mutasyona sebep olmadan
kullanilabildigi ve sitokinin benzeri kimyasallar ve heksitol icerdiginden dolayi
biliylimeyi artirabildigi i¢in kullanilmaktadir. Otoklavlanabilmekte ve buzdolabinda
uzun siireler saklanabilmektedir. Genellikle yesil, olgunlasmamis meyvelerden
alinmasi tercih edilir. Fakat olgun meyvelerden kullanimi da miimkiindiir. Tropik bir
meyve oldugu icin maliyeti bazi lilkelerde fazla olabilmektedir. Bu durum da
hindistan cevizi suyunun yaygmn kullanimimi kisitlamaktadir. Hindistan cevizi
suyunun besiyerinde % 15 (v:v) oraninda kullaniminin Phalaenopsis hibritlerinde
tohumlarin ¢imlenmesini artirdigi ve sonrasinda ise PBY olusumunu tetikledigi
gosterilmistir (Shekarriz ve dig., 2014). Buna karsin yine ayn1 orkide cinsine ait
“Pink” hibritinde hindistan cevizi suyunun 6lgiilen hi¢bir parametre tizerine olumlu
etki yapmadig gosterilmistir (Zahara ve dig., 2017). Diizenli olmayan bu etkilerin
nedeni bu endosperm sivisinin igerdigi dogal sitokinin, aminoasit, protein vs. gibi

maddelerin seviyelerinin meyveden meyveye degismesi olabilir.
1.2.2.3. Siikroz (SUC)

Bitki doku kiiltiirlerinde karbon kaynaklar1 bitkilerin gelisimi ve morfogenez icin
gereklidir. Bu gereklilik kismen besleyici 06zelliklerinden dolayr kismen hiicre
boliinmesini ve morfogenezini etkileyen ¢esitli osmotik potansiyelleri nedeniyledir
(Sotiropoulos ve dig., 2006). Sekerler bir¢ok bitki geninin ifadesini ve bunlarin

metabolik ve gelisimsel olaylarla olan baglantisin1 kontrol ederler (Koch, 1996). Bu
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nedenle karbonhidratlar yiiksek enerji gerektiren bir siire¢ olan in vitro
morfogenezde birincil derecede Onemlidirler (Calamar ve De Clerk, 2002).
Karbonhidrat gereksinimleri kiiltiire alinan bitkinin tiirline ve gelisimsel basamagina
gore degismektedir. Birgok bitkinin floem sivisindaki en yaygin karbonhidrat oldugu
ve uygun maliyetinden dolay1 siikroz (SUC) bitki doku kiiltiirlerinde en yaygin
olarak kullanilan karbon kaynagidir. Bununla birlikte bitkilerde baska karbon
kaynaklarmin da olusundan dolayi siikroz kiiltiirler igin her zaman en uygun karbon
kaynagi olmayabilir. Bitkilerin kullanabildikleri diger karbon kaynagi sekerler,
monosakkarit heksozlar (glukoz, fruktoz, galaktoz ve mannoz), pentozlar (arabinoz,
riboz, ksiloz), disakkaritler (maltoz, laktoz, sellobiyoz, trehaloz) ve rafinoz
trisakkaritidir. Bunlarin yaninda bir¢ok durumda sorbitol, gliserol ve mannitol gibi
seker alkolleri de alternatif karbon kaynaklar1 olarak kullanilmaktadirlar (Yaseen ve
dig., 2013). Huh ve dig. (2016) Cypripedium macranthos iizerine yaptiklar1 bir
calismada 10-40 g-1" konsantrasyonlarda kullandiklar1 siikrozun etkilerini
degerlendirmis ve “4MS besiyerindeki (Murashige ve Skoog, 1962) 10 g1 sitkrozun
tomurcuk olusumunu, kok sayisi ve uzunlugunu artirdigi rapor etmislerdir. MS
besiyerinin standart formiilasyonunda tavsiye edilen siikroz degeri 30 g1 iken 10
g1 siikroz daha iyi sonuglar vermistir. Dolayisiyla besiyerlerinde kullanilan siikroz
gibi  Dbilesenlerin  kullanim miktarlarinin  optimizasyonu olumlu sonuglar

dogurabilmektedir.
1.2.2.4. Aktif komiir (ACH)

Aktif komiir (ACH), kasigrafitik (quasigraphite; karbon mikrotiibiillerinin bitigerek
diizlemsel olarak dizildigi yapi) olarak dizilmis kii¢iik karbon partikiillerinden
olusur. Karbon elementinden karbon yiizeyin oksidasyonu ve tiim nanokarbonlardan
armdirilmig olmast ile ayrilan gozenekli ve tatsiz bir maddedir (Thomas, 2008). Cok
ince gozeneklerden olusan agsi1 yapisi bu maddeye ¢ok genis bir ylizey ve hacim
kazandirdigi igin aktif komiir yiiksek absorpsiyon kapasitesine sahiptir (Cegen,
2014). Aktif komir bitki doku kiiltiiriinde hiicre biiylime ve gelisimini artirmak igin
kullanilir. Bitki gelisimine bu olumlu etkiyi ortamdaki zararli bilesikleri biinyesinde
tutarak, fenolik oksidasyonunu ve birikimini azaltarak, morfogenez i¢in besiyeri
pH’m1 optimum seviyede tutarak ve bitkiler i¢in toprak benzeri karanlik bir yapi

saglayarak yapar. Besiyerinde olusabilecek zararli bilesiklere Ornek, siikrozun
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otoklavlanmasi sonucunda dehidrasyonuyla olusan 5-hidroksimetil-furfural’dir (Pan
ve van Staden, 1998). Yiiksek absorpsiyon kabiliyetinden dolay1r sadece
besiyerindeki zararli bilesikleri degil aym1 zamanda kiiltiirdeki BBD’leri de tuttugu
bilinmektedir. Polar ve aromatik bilesiklere karsi absorpsiyon ilgisi daha fazladir.
Yapilan bir calismada besiyerine eklenen BAP’in 3 giinliik kiiltiiriin sonunda
yaklasik % 98’inin aktif komiir tarafindan emildigi gosterilmistir (Ebert ve dig.,
1993). Buna ragmen glukoz, mannitol, sorbitol ve inositol gibi polar ve suda
¢oziilebilen sekerleri besiyerinden almaz (Yam ve dig., 1990). Aktif komiiriin
besiyerinde 0,5 g1 konsantrasyonda kullamminin ¢esitli Ophrys tiirlerinde
tohumlarin in vitro g¢imlenme oranin1 ve bitkiciklerin gelisimini artirdig1

gosterilmistir (Kitsaki ve dig., 2004).
1.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Genel anlamiyla spektroskopi; bir maddenin atom, molekiil veya iyonlarinin enerji
diizeyi degisimleri esnasinda sogurduklari veya yaydiklari elektromanyetik
1simalarin Olcililmesi ve yorumlanmasidir (Pekin, 2013). Elektromanyetik 1simanin

cesitli tiirleri bulunmaktadir (Sekil 1.10.).

< Frekans Artisi (v)
1024 102 1020 10'® 1016 10 102 1010 108 105 104 102 100 V(s

| I | | 1 | 1 | I 1 I 1 |

y-1sinlart X-igmlart | UV IR Mikrodalga |FM
Radyo dalgalari

AM Uzun radyo dalgalar

1 1 1 I I CRECR 1 1 | 1 1
106 104 102 1070 108 | ;106 104 102 100 102 104 106 108 A (nm)
Srasma e Dalgaboyu Artis1 (A) —

Goriiniir Spektrum

| |

400 500 600 700
Dalgaboyu Artist (A; nm olarak)

Sekil 1.10. Farkli bolgeler arasindaki sinirlar1 gosteren elektromanyetik spektrum

Elektromanyetik dalgalar frekanslarina gore radyo dalgalari, mikrodalgalar, kizilotesi
(IR), goriiniir 11k, ultraviyole (UV), X 1smlart ve gama (y) 1sinlart olarak

siniflandirilirlar. Bir enerji tiliri olan elektromanyetik 1s1ma biiyiik bir hizla uzayda
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hareket eder. Bu enerji ve etki ettigi madde arasindaki etkilesimden dolay1
maddedeki elektronlarin veya atomlarin enerji diizeyleri (bir molekiildeki elektronlar
ile ¢ekirdek veya atomlar arasindaki mesafe) degisebilir (Freifelder, 1982).
Elektromanyetik enerjiyi olusturan 1sinlar foton ismi verilen ve 1518in siddetini
belirtmekte kullanilan parcaciklardan olugsmaktadirlar. Her molekiil kendisine ¢arpan
15181 farkli seviyelerde sogurabilir (absorbsiyon) ve bunu gergeklestirirken degisen
miktarlarda enerji alip verebilir. Molekiillerin 151k enerjisini sogurmadaki bu
farkliliklarindan dolay1 spektrumdaki absorpsiyon ¢izgileri goriiliir. Boylelikle belli
bir elektronik seviyedeki her molekiil sahip oldugu titresim ve donme enerji
seviyesinden dolay1 spektrumda bir absorpsiyon bandi ve spektrum piki ile temsil
edilir (Pekin, 2013).

Bir molekiilde bulunan atomlar ¢cok sayida ve degisik tipteki titresimler nedeniyle
strekli bir dalgalanma halindedir. Bu dalgalanma hareketlerinin olusturdugu
titresimler temel olarak iki siifta incelenir. Bunlar gerilme ve egilme titresimleridir
(Skoog ve dig., 2014). iki atom arasindaki uzakligin bu atomlarin bag ekseni
boyunca siirekli olarak degismesiyle tanimlanan gerilme titresimleri simetrik ve
asimetrik olmak iizere iki tiptir. iki bag arasindaki a¢iin degismesi ile tanimlanan
egilme titresimlerinin ise kesilme, biikiilme, sallanma ve burulma olarak dort tipi

bulunmaktadir (Sekil 1.11.).
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Simetrik gerilme Asimetrik gerilme
Diizlem i¢i kesilme Diizlem i¢i biikiilme
(Scissoring) (Rocking)
P e /—)

"

Diizlem dig1 burulma Diizlem dis1 sallanma
(Twisting) (Wagging)

Sekil 1.11. Molekiillerde goriilen titresimsel hareketler

Vibrasyonel (titresimsel) spektroskopi, iki analitik teknik olan kizil6tesi (infrared) ve
Raman spektroskopisini tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. Bu teknikler,
numunedeki kimyasal baglarla iliskili titresimsel enerji seviyelerini Olger. Bu
tekniklerden elde edilen spektrum her 6rnek igin parmak izi gibi benzersizdir.
Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi, dokularla iligkili molekiiler
degisiklikleri optik olarak arastirmak i¢in kullanilabilen titresimsel bir spektroskopik
tekniktir. Titresimsel spektrumda bulunan spektral bantlar molekiile 6zglidiir ve
dokunun biyokimyasal kompozisyonu hakkinda dogrudan bilgi saglar. FTIR pikleri
nispeten dar ve 0zgiindiir ve bircok durumda molekiil i¢cindeki belirli bir kimyasal
bagin (veya tek bir fonksiyonel grubun) titresimi ile iliskilidir (Ellis ve Goodacre,
2006). Bu titresimsel spektroskopik teknik nispeten basit, tekrarlanabilir ve dokuya
kars1 zararsizdir. Ayrica bu gibi spektroskopik oOl¢iimler i¢in numuneler kolay

hazirlandig1 gibi sadece ¢ok kiigciik miktarlarda materyale (nanogram - miligram)
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ihtiya¢ duyulmaktadir (Movasaghi ve dig., 2008). FTIR spektroskopisinin tiptan bitki
fizyolojisine kadar ¢esitli uygulama alanlari bulunmaktadir. Bir in vitro ¢alismada
FTIR spektroskopisi, bir siis bitkisi olan Amsonia orientalis’de BAP’1n neden oldugu
fizyolojik degisimlerin incelenmesinde kullanilmis ve bu BBD’nin bitkinin primer
metabolitlerine yaptig1 etkiler ortaya konmustur (Acemi ve dig., 2016). Gida
piyasasinda satilan soya, bugday, musir protein izolatlar1 ve konyak
glukomannaninda (KGM) bulunan fonksiyonel bilesikleri incelemek amaciyla
yapilan bir ¢alisma yine FTIR spektroskopisi kullanilmistir (Widjanarko ve dig.,
2011). Tirker ve dig. (2007) yaptiklart bir c¢alismada ise yiiksek bitkilerin
karakterizasyonunda FTIR spektroskopisinden yararlanmis ve bu teknigin bitkilerin
spektral parmak izlerine gore Dbirbirlerinden giivenilir bir sekilde ayirt
edilebileceklerini gostermislerdir. Bunlarin  yaninda FTIR spektroskopisi tip
literatiiriinde agirlikli olarak kanser, diyabet, Alzheimer, Parkinson ve epilepsi gibi
sinirsel hastaliklarin tedavisinde ve antidepresan olarak kullanilan ilaglarin model
organizmalarda neden olduklart  molekiiler — degisimleri  incelenmesinde
kullanilmaktadir (Severcan ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010; Tirker-Kaya ve dig.,
2016).
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasinda kurulan in vitro kiiltiirlerde baslangi¢ materyali olarak Serapias
vomeracea orkidesinin tohumlar1 kullanildi (Sekil 2.1.). Bu tohumlar, 2013 yilinda
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii'nden (Menemen/izmir) temin edildi.
Orkide tohumlar1 kullanilacaklari zamana kadar nem ve giines 15181 almayacak
sekilde 4 °C’de tutuldu. Tohumlarin besiyerlerine ekilmeden 6nce yiizdesel olarak ne

kadarinin canli oldugu belirlendi.

Sekil 2.1. Serapias vomeracea tohumlarinin mikroskop gortntiileri. A: 16>
yakinlastirma, 6l¢ek: 0,5 mm, B: 80* yakinlastirma, 6l¢ek: 0,1 mm

2.1.1. Tohum canhihgnin belirlenmesi

Tohum canlili@inin belirlenmesi i¢in giivenilir ve cesitli bitki tohumlarma gore
uyarlanmis bir metot olan tetrazolyum testi kullanildi. Yasayan, solunum yapan ve
renksiz bir indirgen kimyasal olan 2,3,5 - Trifeniltetrazolyum klorit (TTC) veya
bromiti (TTB) dehidrogenaz enzimlerinin katalizledigi hidrojen aktarma
reaksiyonlari ile kirmizi bir bilesik olan 1,3,5 - Trifenilformazan’a ¢evirebilen tiim
hiicrelere bu test uygulanabilmektedir (Vujanovic ve dig., 2000). Test sirasinda

isleyen reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Tetrazolyum canlilik testi sirasinda gergeklesen reaksiyon

Testin yapilmasi igin 6nce % 1 (m:v) TTC ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun igin 0,2 g TTC
20 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildli ardindan ¢6zelti siringa filtresinden gegirilerek
steril edildi ve kullanilacagi zamana kadar °4 C’de amber sisede saklandi. TTC Kimi
zaman tohum kabugundan igeri gecemedigi icin hiicreler boyanmamakta ve yanlis
sonuclar elde edilmektedir. Bu nedenle test edilecek olan tohumlarin 6nce dezenfekte
edilmesi, bu sayede kabuklarindaki pektin ve siiberin benzeri hidrofobik yapilarin
kismen temizlenerek yiizeyinin hidrofilik hale getirilmesi hedeflendi. Bu amagla 2
dk. EtOH muamelesini takiben 10 dk % 1 (m:v) NaOCI ile tohumlar muamele edildi.
TTC testinden Once suyun tohumlarin kabuklarini daha gecirgen hale getirip
getirmedigini arastirmak i¢in tohumlar iki gruba ayrildi. Birinci grup 1 giin distile su
icinde karanlikta 30 °C’de birakildi ve ardindan TTC testi uygulandi. Diger grup ise
direkt olarak yukarida belirtilen dezenfeksiyon islemlerine tabi tutulup TTC testi
uygulandi. Tohumlar TTC testini takiben mikroskop altinda incelendi, boyananlar

sayildi ve fotograflart ¢ekildi.

2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Denemelerde Knudson C (KN; Knudson, 1946), Vacin ve Went (VW,; Vacin ve
Went, 1949), Murashige ve Skoog (MS; Murashige ve Skoog, 1962) ve Lindemann
(LN; Lindemann ve dig., 1970) besiyerleri siv1 ve kati olarak her iki fazda tam ve
yarim giiglii konsantrasyonda kullanildi. Besiyeri icerikleri Tablo 2.1.’de verilmistir.
KN, VW ve LN besiyerleri orkide tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi ve kiiltiirleri
i¢cin arastirmacilar tarafindan gelistirilmis olup MS besiyeri ise sadece orkideler i¢in

degil diger tiim bitkilerin kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Tablo 2.1. KN, VW, MS ve LN besiyerlerinin icerikleri

Icerik Besiyerleri (mg-1™)
Makroelementler KN VW MS LN
KNO; 525,000 1900,000
NH;NO; 500,000 1650,000
NH;H,PO, 500,000
(NH,),SO, 500,000 1000,000
Caz(PO,); 200,000
Ca(NO,), 347,200 347,200
MgSO, 122,125 122,100 180,700 58,620
CaCl, 332,200
KH,PO, 250,000 250,000 170,000 135,000
KCI 250,000 1050,000
Mikroelementler
AICl;-6H,0 0,056
NiCl,-6H,0 0,031
MnSQO,-H,0 5,682 5,600 16,900 0,052
Kl 0,830 0,099
H3BO; 6,200 1,014
ZnSO,-7H,0 8,600 0,565
CuS0O,4-5H,0 0,025 0,019
Na,MoO, 2H,0 0,250
CoCl, 6H,0 0,025
Demir kaynag
CesHsFeO; 4,400
FeSO,4 7H,0 25,000 27,800 27,800
Na,EDTA-2H,0 37,260 37,260
Vitaminler
Nikotinik asit 0,500 1,000
Piridoksin-HCI 0,500 1,000
Tiamin-HCI 0,400 0,100 10,000
myo-Inositol 100,000 100,000
Aminoasitler
Glisin 2,000 2,000
Karbon Kaynagi
Siikroz 20000,000 20000,000 30000,000 20000,000
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Denenmesi planlanan besiyerlerinin orijinal formiilasyonlarindaki konsantrasyonlar
kullanildi. Bunlar, KN besiyeri igin 2,16 g-1*, VW igin 1,67 g-1", MS besiyeri i¢in
443 g1t ve LN ic¢in 2,71 g1t olarak belirlendi. Yarim giiclii besiyerlerini
hazirlamak i¢in bu miktarlarin yaris1 kullanildi. Besiyerlerini hazirlamak i¢in 500 ml
hacimli siseler igerisine 200 ml dH,O ilave edildi ve yukarida yazili olan miktarlarda
besi yerleri ayr1 ayri eklendi. Bu islemler manyetik karistirici {izerinde ortamlar
kanistirilirken yapildi ve hemen ardindan siikroz eklendi. Siikroz ¢6ziindiikten sonra
pH 5,6 olarak ayarland: ve kati besiyerleri i¢in katilastiricr ajan olarak 3,5 g-1*
phytagel ¢ozeltilere eklendi. Cozeltiler 1,05 kPa basingta 121 °C sicaklikta 20 dakika
sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Siseler elle tutulabilecek sicakliga ulasinca tohum
¢imlendirme denemelerinde kullanilmak tizere her bir petri kabina 20 ml olacak
sekilde dagitildi. Bitki biiylitme denemeleri ise Magenta GA-7 kaplarinda her bir
kaba 40 ml besiyeri aktarildiktan sonra gergeklestirildi.

2.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneylerde sitokinin grubundan kinetin (KIN) ve 6-benzilaminoptirin (BAP), oksin
grubundan indol-3-asetik asit (IAA) ve indol-3-biitirik asit (IBA), oksilipinlerden ise
(£)-jasmonik asit (JAS) kullanildi. Stok ¢ozeltileri hazirlamak i¢in 20 mg tartilan
KIN ve BAP 2 ml 1 N NaOH igerisinde, IAA ise 2 ml saf EtOH igerisinde
¢ozdiiriildi ve ¢ozelti hacimleri dH,0O ile 20 ml’ye tamamlandi. Yine ayn1 miktarda
IBA dogrudan 20 ml dH,O igerisinde ¢ozdiiriilerek kullanildi. Orijinal ambalajinda
100 mg olarak yapiskan jel yapida bulunan JAS ise 5 ml saf EtOH igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra bu konsantre (20 mg-ml™) stok ¢dzeltiden 1 ml alimp toplam
hacim dH,O ile 20 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tim stok ¢o6zeltilerin son
konsantrasyonlart 1 mg-ml™ olacak sekilde ayarlandi. Tiim stok ¢ozeltiler 151k ve
hava almayacak sekilde °4 C’de amber siselerde saklandi. Tiim BBD’ler besiyerinde
ayr1 ayr1 0,25, 0,5, 1 ve 2 mg-1™ konsantrasyonlarda kullanild:.

2.4. Diger Besiyeri Katki Maddelerinin Hazirlanmasi

Muz homojenatt (BAN) iiretmek i¢in satin alinan muz meyveleri kabuklarindan
ayrildiktan sonra kiigiik pargalara boliinerek liyofilizatorde kurutuldu. Bu sayede
kurutma esnasinda sicaklik uygulanmadigi i¢in muzlarin kararmalari Onlendi.

Tamamen kuruyan muz pargalari havanda toz haline gelinceye kadar ezildi ve muz
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homojenati elde edildi. Neme bagl topaklanmayi engellemek i¢in homojenatin
tutuldugu kap igerisine kiigiik paketlerde silika jel koyuldu. Elde edilen homojenat %

1, 3 ve 5 (m:v) oranlarinda besiyerine eklendi.

Hindistan cevizi suyu (COW) satin alinan meyvelerin igerisinden dogrudan falkon
tiiplerine aktarildi. Kullanilan COW 0,22 pm por genisligindeki siringa filtrelerinden
gegirilerek onceden steril edildi ve sterilizasyondan sonra besiyerinde % 2,5, 5 ve 10

(V:v) oranlarinda kullanildi.

Siikroz (SUC) % 1, 3 ve 5 oranlarinda, aktif komiir ise % 0,25, 0,5 ve 1 (m:v)
oranlarinda olmak iizere besiyeri hazirlanirken ¢6zeltiye dogrudan eklendi. Bu
boliimde bahsedilen uygulamalar tohumlarin ¢imlendirilmesi asamasinda denendi
fakat sadece bitkinin fizyolojisinde degisime sebep olabilecek 6zellikte olanlar1 bitki

biiylitme asamasinda kullanildi.
2.5. Kitosan Oligomerleri ve Polimerinin Karakterizasyonu

Deneylerde toplam 3 tip kitosan (CHI) oligomeri ve polimeri kullanildi. Serapias
vomeracea tohumlarinin ¢imlendirilmesi asamasinda molekiiler agirliklar1 1, 10 ve
100 kDa olan oligomer karisimi ve polimerler, bitki biiyiime asamasinda ise sadece 1
ve 10 kDa molekiiler agirliklarindaki oligomer karisimi ve polimer kullanildi.
Kullanilan 1 kDa molekiiler agirliktaki kitosan bir oligomer karisimi olup bu karisimi
olusturan oligomerlerin polimerizasyon derecesi (DP) 2-15 arasindadir. Molekiiler
agirliklari 10 ve 100 kDa olan kitosanlar ise polimer olup sirasiyla DP 70 ve

~220’dir. Kullanilan tiim kitosan 6rneklerinin asetilasyon dereceleri (DA) % 10’dur.

Baslangi¢ materyali olarak kullanilan karakterize edilmemis kitosan Mahtani
Chitosan PVT. LTD. (Veraval, Hindistan) firmasindan hazir olarak temin edildi.
Kitosan 6rneklerinin karakterizasyonu Vestfalya Wilhelms Universitesi, Bitki
Biyolojisi ve Biyoteknolojisi Enstitiisii’'nde (Minster, Almanya) gerceklestirildi.
Tezde kullanilmasi1 planlanan farkli DP’lere sahip oligomerlerin iiretilmesi amaciyla
500 mg polimerik kitosan 30 ml C,H;NO, (amonyum asetat) igerisinde 12 pl
kitosanaz (EC 3.2.1.132) ve 5 ul % 37 (v:v) HCI eklendi ve 2 giin 37 °C’de
calkalamalr inkiibatorde inkiibe edildi. Elde edilen ¢6zelti 0,45 pm por genisligindeki

siringa filtresinde gegirilerek siiziildii. Cozeltinin son konsantrasyonunu 1 mg-ml'l
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ayarlamak igin lizerine 30 ml distile su ilave edildi ve 6nceden 30 dk -96 °C’de
dondurulduktan sonra 1 giin boyunca liyofilizatérde kurutuldu. Elde edilen beyaz
ipliksi kitosan Orneginden 45 mg aliip 4 ml C,H;NO; igerisinde ¢ozdirildi ve
pH’s1 4,5 olarak ayarlandi. Olusan oligomer ve polimerlerin molekiiler agirlik
dagilimlar1 ¢ok agili lazer 1s1n sag¢ilimi (multi angle laser light scattering; MALLS)
ve diferansiyel kirllma indisi dedektoriine (differential refractive index; DRI) sahip
boyut eleme kromatografisi - yiiksek basingl s1vi kromatografisi (high pressure - size
exclusion chromatography; HP-SEC) vasitasiyla belirlendi (Schatz ve dig., 2003).
Fraksiyon toplayicisinin debisi 0,6 ml-dk™ olarak ayarland: ve olusan fraksiyonlar
600. dakikadan itibaren 24 saat boyunca toplandi. Her bir fraksiyon 4 ml
oligomer/polimer ve tampon icermektedir. Fraksiyonlar toplandiktan sonra ayni
oligomer/polimer piklerine ait olan tiipler birlestirildi ve liyofilizatérde 2 giin
boyunca kurutuldu. Kurutulan &rnekler 1,8 ml dH2O igerisinde ¢ozdiiriiliip santrifiij
tiplerine aktarildi. Ardindan bu tiiplerdeki numuneler tekrar liyofilizatorde 2 giin
boyunca kurutuldu. Elde edilen oligomer/polimer Orneklerinin safliklart matriks
aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi (matrix
assisted laser desorption ionization - time of flight - mass spectrometry; MALDI-
TOF-MS) ile belirlendi (Haebel ve dig., 2007). Bu islem i¢in 100 pg 6rnek alindi ve
10 ul C;H/NO; igerisinde ¢ozdiiriilerek MALDI-TOF-MS yiirtitiildii. Elde edilen
oligomer ve polimerlerin DA’lar 'H NMR (niikleer manyetik rezonans)

spektrometresiyle belirlendi (Varum ve dig., 1991).
2.6. Doku Kiiltiirii Denemeleri
2.6.1. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu

Tohumlarin ylizeysel sterilizasyonu i¢in bir 6n islemin gerekli olup olmadigim
anlamak ve daha etkin bir dezenfeksiyon protokolii gelistirmek agisindan 1 mg
olarak tartilip santrifiij tiiplerinin i¢ine alinan tohumlar 4 gruba ayrildi. Birinci grup;
30 sn % 70 (v:v) EtOH uygulamasmin ardindan 8 dk % 0,5 (v:v) NaOClI ile, ikinci
grup; 30 sn % 70 (v:v) uygulamasinin ardindan 8 dk % 1 (v:v) NaOCl ile, iigiincii
grup; dogrudan 8 dk % 0,5 (v:v) NaOCl ile, dordiincii grup ise dogrudan 8 dk % 1
(v:v) NaOClI ile dezenfekte edilip steril dH,O ile durulandiktan sonra dogrudan MS

besiyerine ekildi. Yiizeysel sterilizasyon uygulamalari sirasinda santrifiij tiipleri
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vorteks calkalayici iizerinde tutuldu. Yiizey gerilimini azaltmak amactyla, kullanilan
stok sterilant ¢ozeltilerinin igerisine 0,5 ml Tween-20 eklendi. On bes giinliikk
inkiibasyonun sonucunda kontaminasyon dereceleri gozlemlendi ve en uygun

yiizeysel sterilizasyon protokolii deneylerde kullanildi.
2.6.2. Ozgiin yiizeysel sterilizasyon protokoliiniin gelistirilmesi

Orkide tohumlarmin hassas fiziksel yapisindan dolayr ¢cogu zaman embriyolar
toplanma veya ylizeysel sterilizasyon islemleri esnasinda tohum kabugundan disari
cikarak canlihigimi yitirmektedir. Bu ylizden mikroskop altinda tohumlar
incelendiginde embriyosu bulunmayan tohum kabuklar1 veya déllenmemis tohumlar
da gorilmektedir. Bu durumu ortadan kaldirmak ve sadece embriyoya sahip
tohumlar1 besiyerine ekebilmek i¢in yiizeysel sterilizasyon asamasinda embriyoya
sahip tohumlar ile sadece kabuklarin birbirinden ayrilmasi gerekmektedir. Bunu
saglamak i¢in 6zgiin bir sterilizasyon protokoliiniin tasarlanmasi gerekli goriildii. Bu
amacgla tohumlarin kiitle farkindan yararlanarak disik g kuvveti uygulamasi ile
birbirlerinden ayrilabilecekleri disiintildi. Bunun igin Serapias vomeracea
tohumlarinin yiizeysel sterilizasyon protokoliine son bir basamak olarak 1 dk
boyunca 2000 g’de santrifiij islemi eklenerek embriyosu kaybolmamis tohumlarin
sikismadan dibe ¢okmesi, sadece tohum kabuklarinin ise tiipilin iistiinde toplanmasi
saglandi. Daha sonra bu kabuklar mikropipet yardimiyla tlipten uzaklastirildi ve
durulama suyu tamamen bosaltildi. Gelistirilen 6zgiin protokoliin akis semas1 Sekil

2.3.”de verilmistir.
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1 mg tohum 1 dk, 2000 g
Tohumlarin besiyerlerine Tohum kabuklarmm
ckimi toplanmas:

Sekil 2.3. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyon basamaklari
i¢in akis semasi

2.6.3. Tohumlarin besiyerlerine ekimi

Durulama islemi sonunda santrifiij tiiplerinin tabaninda kalan tohumlarin {izerine
hangi besiyerine ekim yapilacaksa o besiyerinin steril edilmis siv1 hali 250 pl olacak
sekilde eklendi ve sivi igerisinde dagilan tohumlar mikropipet yardimiyla gekilerek
petri kaplarindaki besiyerlerine aktarildi. Bu asama 2 faza ayrilmaktadir. Birinci
fazda denemelerde hangi besiyerinin hangi fiziksel halde kullanilmasinin uygun
olacagini karar vermek i¢in bazal tam ve yarim gii¢lii besiyerlerinin hem kat1 hem de
stvi hallerine ekimler yapildi. Ikinci fazda ise birinci fazdaki denemelerden elde
edilen sonuglara gore en iyi ¢imlenme oranini veren besiyerinde sonraki denemeler
devam ettirildi. S6z konusu denemelerde kitosan, BBD’ler veya diger besiyeri katki
maddelerinin tohum ¢imlenmesi iizerindeki etkileri incelendi. Bu denemelerde
kullanilan besiyerleri ve igeriklerinin daha kolay takibi acisindan isimleri, fiziksel
halleri ve igerikleri kodlarla kisaltildi. Birinci fazda kullanilan besiyerleri,

konsantrasyonlari ve fiziksel halleri Tablo 2.2.”de gosterilmektedir.
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Tablo 2.2. Tohum ¢imlendirmesinde birinci
fazda kullanilan bazal besiyerleri

Besiyeri icerigi Konsantrasyonu Fiziksel hali

KN 1 Kat1
KN Ya Kati
KN 1 Sivi
KN Ya Sivi
VW 1 Kat1
VW Ya Kati
VW 1 Sivi
VW Ya Sivi
MS 1 Kati
MS Ya Kat1
MS 1 Sivi
MS 2 Sivi
LN 1 Kati
LN Y Kati
LN 1 Sivi
LN ) S1vi

2.6.4. Tohumlarin sayimi ve degerlendirme

Tohumlar 45 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda diseksiyon mikroskobunda 20 kat
biiyiitme altinda gézlemlendi ve sayildi. Tohumlar sayilirken ¢imlenme durumlarina
gore safhalara ayrildi ve bu sekilde daha detayli bir inceleme ve biiylime analizi
gergeklestirildi. Kapaginda bugu olusan sivi kiiltiirlerde sayimi kolaylastirmak
amaciyla bu kaplar oda sicakliginda bugu ortamdan kalkana kadar bekletildi. Petri
kaplarinin alt1 2 x 2 cm boyutunda karelere ayrilarak sayim kolaylastirildi.
Tohumlarin hangi ¢imlenme sathasinda olduklar1 Yamazaki ve Miyoshi (2006)’ye

gore degerlendirildi (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Tohum ¢imlenme sathalar1 (Yamazaki ve Miyoshi, 2006)

C::;E:;:le Belirtecler
Safha 0 Cimlenme yok. Embriyo biiyiimesi gézlemlenmez.
Safha 1 On-¢imlenme safhasi. Embriyo tohum kabugunu enine doldurur.
Safha 2 Cimlenme sathasi. Embriyo tohum kabugundan ¢ikinti yapar.
Safha 3 Protokorm safthasi. Embriyo tohum kabugundan kurtulur.
Safha 4 Rizoit safhasi. Protokorm ylizeyinde rizoitler goriiliir.
Safha 5 Stirglin sathasi. Protokormdan siirgiin farklilasir.
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Tohum ¢imlenme yiizdelerinin hesaplanmasinda Formiil (2.1);

iml izdesi (%) = Z Tohum sayis1 (Satha 2 — 5) x 100 2.1)
Gimlenme yizdesi (%) = 2 Tohum sayisi (Saftha 0 — 5) '

kullanildi.

Tohum ¢imlendirmesinde etkileri denenen besiyerlerinden en etkili olan1 belirlenip
sonraki denemelere o besiyerinde devam edildi. Bu asamada kullanilan besiyerleri
Tablo 2.4.°de gosterilmektedir. Kiiltiir periyodu sonunda baslik 2.6.4.deki islemler

tekrar edilerek tohum ¢imlenme yiizdeleri hesaplandi.

Tablo 2.4. Tohum ¢imlendirmesinde ikinci fazda kullanilan besiyerleri

Besiyeri kodu Besiyeri igerigi Besiyeri kodu Besiyeri icerigi
SG-1 KN + % 1 BAN SG-26 KN + 2 mg-I* KIN
5G-2 KN + % 3 BAN SG-27 KN + 0,25 mg-1™ IAA
5G-3 KN + % 5 BAN SG-28 KN + 0,5 mg-I" IAA
SG-4 KN + % 1 SUC SG-29 KN + 1 mg-I* IAA
SG-5 KN + % 3 SUC SG-30 KN + 2 mg-I* IAA
SG-6 KN + % 5 SUC SG-31 KN + 0,25 mg-1™ IBA
SG-7 KN + % 2,5 COW SG-32 KN + 0,5 mg:I"* IBA
SG-8 KN + % 5 COW SG-33 KN + 1 mg-1* IBA
SG-9 KN + % 10 COW SG-34 KN + 2 mg-I" IBA
SG-10 KN + % 0,25 ACH SG-35 KN + 0,25 mg-1I™ JAS
SG-11 KN + % 0,5 ACH SG-36 KN + 0,5 mg-I"* JAS
SG-12 KN + % 1 ACH SG-37 KN + 1 mg-I" JAS
SG-13 KN + % 1 BAN - SUC SG-38 KN + 2 mg-I" JAS
SG-14 KN + % 3 BAN - SUC SG-39 KN +5mg:I"* CHI 1 kDa
SG-15 KN + % 5 BAN - SUC SG-40 KN + 10 mg-I"* CHI 1 kDa
SG-16 KN + % 2,5 COW - SUC SG-41 KN + 15 mg-I"* CHI 1 kDa
SG-17 KN + % 5 COW - SUC SG-42 KN + 20 mg-I"* CHI 1 kDa
SG-18 KN + % 10 COW - SUC SG-43 KN + 5 mg:I"* CHI 10 kDa
SG-19 KN + 0,25 mg-1" BAP SG-44 KN + 10 mg-I"* CHI 10 kDa
SG-20 KN + 0,5 mg-I"* BAP SG-45 KN + 15 mg-1™ CHI 10 kDa
SG-21 KN + 1 mg-I" BAP SG-46 KN + 20 mg-1™ CHI 10 kDa
SG-22 KN +2 mg-I" BAP SG-47 KN + 5 mg-I"* CHI 100 kDa
SG-23 KN + 0,25 mg-1™ KIN SG-48 KN + 10 mg-1™ CHI 100 kDa
SG-24 KN + 0,5 mg:I"* KIN SG-49 KN + 15 mg-1" CHI 100 kDa
SG-25 KN + 1 mg- 1" KIN SG-50 KN + 20 mg-1™ CHI 100 kDa
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2.6.5. Protokormlarin besiyerine aktarilmasi

Tohumlarin ¢imlenmesi sonucu olusan protokormlardan sadece satha 4 ve 5
derecesinde gelismis olanlar besiyerlerinden alinarak kitosan, BBD’ler veya diger
besiyeri katki maddeleri ilave edildi ve onceki denemelerde en yiiksek ¢imlenme
oraninin bulundugu besiyerine aktarildi. Bu besiyerinde protokormlar 6 ay boyunca
kiiltire alindi. Besiyerinde kararmalar gozlemlenmesi durumunda besiyerleri
yenilendi. Bu asamada kullanilan besiyerleri Tablo 2.5.°de gosterilmektedir.

Cimlenen tohumlarin protokorma dontistim oranlar1 Formiil (2.2)’ye gore;

%~ Tohum sayis1 (Saftha 3 —5) x 100

Protokorma déniistim orani (%) = ¥ Tohum sayrst (Safha Z — 5) (2.2)
hesaplandi.
Tablo 2.5. Bitki biiylimesinde kullanilan besiyerleri
Besiyeri kodu Besiyeri icerigi Besiyeri kodu Besiyeri icerigi
PG-1 KN + % 1 BAN - SUC PG-18 KN +2 mg-I* IAA
PG-2 KN + % 3 BAN - SUC PG-19 KN + 0,25 mg-I* IBA
PG-3 KN + % 5 BAN - SUC PG-20 KN + 0,5 mg-I" IBA
PG-4 KN + % 2,5 COW - SUC PG-21 KN+ 1 mg- 1" IBA
PG-5 KN + % 5 COW - SUC PG-22 KN +2 mg-I* IBA
PG-6 KN + % 10 COW - SUC PG-23 KN + 0,25 mg:I"* JAS
PG-7 KN + 0,25 mg-1* BAP PG-24 KN + 0,5 mg-I" JAS
PG-8 KN + 0,5 mg-I* BAP PG-25 KN + 1 mg-I* JAS
PG-9 KN + 1 mg-I* BAP PG-26 KN + 2 mg-I" JAS
PG-10 KN +2 mg-I* BAP PG-27 KN + 5 mg-I" CHI 1 kDa
PG-11 KN + 0,25 mg- I KIN PG-28 KN + 10 mg-I* CHI 1 kDa
PG-12 KN + 0,5 mg- 1" KIN PG-29 KN + 15 mg-I* CHI 1 kDa
PG-13 KN + 1 mg- " KIN PG-30 KN +20 mg:I* CHI 1 kDa
PG-14 KN + 2 mg- I KIN PG-31 KN + 5 mg-I" CHI 10 kDa
PG-15 KN + 0,25 mg-I* IAA PG-32 KN + 10 mg-I™ CHI 10 kDa
PG-16 KN +0,5 mg- 1" 1AA PG-33 KN + 15 mg-I™ CHI 10 kDa
PG-17 KN + 1 mg- 1™ IAA PG-34 KN + 20 mg-I™ CHI 10 kDa

2.6.6. Biiyiime parametrelerinin degerlendirilmesi

Kiiltiir periyodu sonunda protokormlardan gelisen bitkilerin boylari, yaprak sayilari,

kok boylari, kok sayilart ve varsa yumru sayilart ve caplart hesaplandi. Bu
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parametrelere ait veriler alindiktan sonra bitkilerin yaprak ve kok/yumrularindan
doku ornekleri alindi ve denenen kitosan, BBD’ler veya diger besiyeri katki
maddelerinin fizyolojik etkileri FTIR spektroskopisiyle belirlenmek lizere cesitli

islemlere tabi tutuldu.
2.6.7. Kiiltiir sartlar

Kiiltirler bitki biiyiitme kabininde 23 + 1°C sicaklikta, ortalama 60 pmol m?s™
dinamik fotosentetik foton aki yogunlugundaki 1s1k altinda, 16/8 saat
aydinlik/karanlik 1s1iklandirma periyodunda inkiibe edildi. Kiiltiirlerden buharlasmay1
azaltmak i¢in, stv1 kiiltlirlerin de kullanildig1 tohumlarin ¢imlendirme denemelerinde

biiyiitme kabininin nispi nemi % 50’ye ayarlanda.
2.7. FTIR Spektroskopisi Calismalari
2.7.1. FTIR icin doku 6rneklerinin hazirlanmasi

Bitkilerden aliman doku ornekleri kiiglik parcalara ayrilarak 1 giin boyunca
liyofilizatorde kurutuldu. Bu agsamada protein ve lipit yapilarinin bozulmamasi igin
sicaklik uygulamasi yoluyla kurutma tercih edilmedi. Agat havanda kuru 6rnekler toz
haline getirildikten sonra her bir 6rnekten 1 mg alind1 ve santrifiij tiipleri icerisinde
100 mg KBr (potasyum bromiir) ile karistirildi. Ardindan 6rnekler 1 giin boyunca
tekrar liyofilizatorde kurutuldu ve bu karisim hidrolik pelet presi kullanilarak ~100
kg-cm™ (1300 psi) basingta sikistirilarak ince bir KBr diski (pelet) elde edildi.

2.7.2. FTIR spektrumlarinin eldesi

Peletlerin infrared (IR) spektrumlari DTGS (doteryumlanmis triglisin = siilfat)
dedektorlic FTIR spektrometresi (Perkin-Elmer Spectrum One) kullanilarak elde
edildi. Havadaki karbondioksit ve su molekiilleri IR spektrumunu etkiledigi i¢in
onceden havanin spektrumu alinip, Spectrum One yazilimi ile otomatik olarak 6rnek
spektrumlarindan ¢ikarildi. Orneklerin spektrumlart 4000-400 cm™ dalga sayisi
araliginda ve her bir inferogram 100 tarama ile 4 cm™ ¢oziiniirlikte kaydedildi
(Acemi ve dig., 2016).
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2.7.3. FTIR spektrumlarinin analizi

Elde edilen spektrumlar Savitsky-Golay filtresi ile arka plan giiriiltiisiinden
arindirlldi. Frekanslar ve bant alanlar1 ikincil tirevi alinmig spektrumlardan
Spectrum One yazilimi kullanilarak tespit edildi (Tirker ve dig., 2007). Bant
pozisyonlar1 piklerin olusturdugu alanlarin agirlik merkezlerine (sinyal yiiksekligi x
0,8) karsilik gelen frekanslar kullanarak 6lgiildii. Spektral bantlarin sinyal siddetleri
ve/lveya alan degerlerindeki degisimler bu bantlarin ifade ettikleri molekiil
gruplarinin  konsantrasyonlarindaki degisimleri yansitmaktadir (Tirker ve dig.,
2007). Bu nedenle bitkiye uygulanan kitosan, BBD’ler veya diger besiyeri katki
maddelere bagl olarak bitki yapisinda molekiillerin konsantrasyonlarinda meydana
gelen degisimleri agiga cikarmak icin her bir molekiile 6zgili spektral bantlarin
alanlar1 hesaplandi. Spektrumlarin analizinden 6nce bitkideki fizyolojik degisimleri
yansitan molekiil gruplarinin neden olduklar1 spektral degisimlerin net olarak

gosterilmesi amaciyla spektrumlar baseline diizeltmesi yapilip normalize edildi.
2.7.4. Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

Hiyerarsik kiimeleme analizi (Hierarchical Cluster Analysis; HCA) bir tiir ¢ok
degiskenli teknikler grubu olup, temel amaci birimleri sahip olduklar1 karakteristik
Ozellikleri baz alarak gruplamaktir (Tirker ve dig., 2007). Bu teknik, ornekler
arasindaki benzerliklerin gosterilmesi ve yorumlanmasina yonelik sik¢a kullanilan
kemometrik yontemlerden birisidir. Bundan dolayr FTIR spektroskopisinden elde
edilmis 6rnek spektrumlarini benzerlik ve farkliliklarina gére siniflandirabilmektedir.
Bu calismada, fazla sayida besiyerinin etkilerine odaklanildigindan bu gruplarin
arasindaki spektral farkliliklar ya da benzerliklere gore siniflandirma ihtiyaci
dogmustur. Bu smiflandirmanin yapilabilmesi i¢in en uygun frekans araliklarinda

baz alinarak verilere HCA teknigi uygulandi.

HCA literatiirdeki benzer ¢alismalar baz alinarak yapildi (Tirker ve dig., 2007
2016). Analiz OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics) programi ile gergeklestirildi.
Kiimeleme analizi i¢in kullanilan ikincil tiirevi alinmis ve 13 degerlikli diizlestirme
(smooting point) faktorlii 6rnek spektrumlara ilk olarak vektor normalizasyonu
uygulandi. Daha sonra Ward algoritmasina bagh kalarak spektrumlar 4000-400 cm™

araliginda farkli frekanslarda en uygun ayrimi bulmak iizere test edildi. Uygulamada
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4000-400 cm™ frekans araliginda en uygun ayirim 1716-1460 cm™ bolgesinde tespit
edildi ve buna bagli olarak dendogramlar ¢izildi. Dendrogramlarin olusturulmasinda

spektral mesafe ¢iftleri program tarafindan hesaplandi.

2.8. Verilerin Degerlendirimesi ve Istatistiksel Analiz

Tohum ¢imlendirme, bitki biiyiitme ve FTIR spektroskopisi ¢alismalarinin tamami 3
tekrarli olarak yapildi. Tohum ¢imlendirme agamasinda her bir besiyeri ve denenen
uygulama i¢in 1’er mg tohum kullanilarak her bir tekrarda 3 petri kabina ekim
yapildi. Bu agamada kiiltiir periyodu 45 giin olarak uygulandi ve bu dénem sonunda
tohumlarin ¢imlenme sathalar1 ve genel ¢imlenme oranlar1 yiizdesel olarak
hesaplandi. Bitki biiyiitme ¢alismalarinda etkileri denenen her bir uygulama i¢in ise
Magenta GA-7 kiiltiir kaplarinda 5’er protokorm kiiltiire alind1 ve her tekrarda 3
kiiltiir kab1 kullanildi. Bu asamada ise kiiltiir periyodu 6 ay olarak uygulandi ve bu
doénem sonunda o6lgiilen tiim parametrelere ait degerler ortalama olarak verildi. FTIR
calismalar1 i¢in ise toz haline getirilen yaprak ve kok/yumru orneklerinin her
birinden 3’er adet pelet hazirlandi. Spektral analizlerde odaklanilan bantlarin
frekanslar1 ve alan ortalamalar1 hesaplandi. Tiim ¢aligmalarda verilen sonug degerleri
“ortalama * standart sapma” seklinde verildi. Istatistiki degerlendirmelerde ise
kontrol grubuna oranla uygulamadan kaynaklanan biiyiime parametreleri arasinda bir
farkin olup olmadig1 varyans analizi (ANOVA) kullanilarak, sayet istatistiki fark var
ise bu farkliligin hangi uygulama veya uygulamalardan kaynaklandigin1 bulmak i¢in
p < 0,05 onem derecesi dikkate alinmak suretiyle Duncan testi uygulanarak
belirlendi. FTIR sonuglarinin istatistiki analizinde ise ANOVA uygulamasi ardindan
p < 0,05 ve p <0,001 6nem dereceleri dikkate alinarak Tukey HSD testi uygulandi
ve kontrole kiyasla istatistiki olarak farkli olan sonuglar gosterildi. Istatistiki testler

IBM SPSS Statistics 22 programi kullanilarak gerceklestirildi.
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3. BULGULAR
3.1. Tohum Canhiliginin Belirlenmesine Ait Bulgular

TTC gozeltisi hazirlandiginda pH derecesi olgiildii ve 6,4 olarak bulundu. pH
derecesi daha sonra 0,5 M NaOH kullanilarak 6,95’¢ ayarlandi. Bir giin siireyle
distile su igerisinde bekletilen tohumlar sterilizasyondan sonra bekletilmeyenlere

gore TTC testine daha yiiksek oranda cevap verdi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. dH,0 inkiibasyonunun tohum canlilik testi
sonuclarina etkisi

Uygulama Ortalama canhlik (%)
24 saat dH,0 + Yiizeysel sterilizasyon 54,67 £4,16
Yiizeysel sterilizasyon 43,67 £ 3,06

TTC testinden elde edilen fotograflarda ise tohumlarin canliigi embriyolarin

kirmiziya boyanmasindan anlagilmaktadir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. TTC testi sonunda boyanan canli embriyolar (6l¢ek: 0,1 mm)
3.2. Kitosanlarin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

Baslangi¢ materyali olarak kullanilan polimerik kitosanin kitosanaz ile inkiibasyonu
ve HP-SEC-RID-MALLS calismas1 sonucunda elde edilen ¢esitli polimerizasyon

derecelerine sahip oligomerler Sekil 3.2.’de gdsterilmektedir.
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Probe 1 x

Defaull

Polimer Oligomerler
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Sekil 3.2. HP-SEC-RID-MALLS kromatograminda denemelerde kullanilan
oligomerik ve polimerik kitosan fraksiyonlarinin goriniimii

T T T T L L
00 m',zso W0 80 90 9% 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450

HP-SEC-RID-MALLS kromatograminda goriilen oligomerlerin (her bir pik
kapladig1 alana gore 1-4 mg aras1 oligomer icermektedir) ancak diisiik miktarlarda
tiretimlerinin miimkiin olmasindan dolayr deneylerde oligomerlerin ayrilarak
kullanilmast uygun goriillmedi. Bu nedenle farkli DP’lerdeki oligomerleri ayr1 ayri
kullanmak yerine bunlarin birlestirilerek toplu bir oligomer fraksiyonunun
kullanilmasina Kkarar verildi. Uretilen oligomerlerin safliklari MALDI-TOF-MS
analizi sonucu teyit edildi (Sekil 3.3.).

Inler;)s4 Chitosan_RB1_01_7910.d: +MS, 6.0-13.0min #1329-2872
x1
44
34
DP 6 DP 7 DP 8 DP9
2+
573.71
2+
2 493.18
2+
654.23
1+ 1+ 3+
458.16 o857 597.55 14
663.38

4 +
1 = 1+ 3+ 1+ 7324 74

482.37 | 592194, 543.88 614.45 X

512.39 681.43  702.46
746.48

0 T T - T . bkt ahry
450 500 550 600 650 700 750 mz

Sekil 3.3. MALDI-TOF-MS kromatograminda gdzlenen bazi oligomerler
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3.3. Yiizeysel Sterilizasyon Denemelerine Ait Bulgular

Tohumlara ait yiizeysel sterilizasyon protokoliiniin oturtulmasi i¢in etil alkol (EtOH)
ve NaOCl’den olusan ve cesitli siirelerde tohumlarin bu soliisyonlarin farkl
konsantrasyonlar1 igerisinde tutulmasi ile olusturulmus denemeler kuruldu.

Denemelerden elde edilen bulgular Tablo 3.2.’de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Cesitli yiizeysel sterilizasyon uygulamalarinin bagari
dereceleri

Uygulama  Konsantrasyon (%) Zaman (dk) Kontaminasyon*

NaOCl 0,5 8 +++

NaOCI 1,0 8 ++
EtOH + NaOCl 70+0,5 05+8 +
EtOH + NaOCI 70+ 1,0 05+8 -

*Her bir + isareti ekimlerde yaklasik %20’lik bir kontaminasyonu ifade etmektedir

Yukaridaki tablodan da goriilecegi iizere Serapias vomeracea tohumlarinin kisa
siirede yiizeysel sterilizasyonlart i¢in bir 6n isleme ihtiyag duyulmaktadir.
Dolayistyla kiiltiirlerin baglatilmasi i¢in tamamen dezenfekte edilmis tohumlarin elde
edilmesinin 30 s EtOH ve ardindan 8 dk NaOCI uygulamasi sonucunda miimkiin

oldugu belirlendi.
3.4. Faz 1 Besiyerlerinde Cimlendirme Denemelerine Ait Bulgular
3.4.1. Kat1 besiyerlerine ait bulgular

Kiiltiir periyodunun sonunda yapilan hesaplamalara gore oransal olarak safha O
tohumlarin en fazla goriildiigii besiyeri KN olarak bulundu. Genel bir sonug olarak
Tablo 3.3.’den goriilebilecegi lizere KN ve LN besiyerleri safha O tohumlarin en
fazla bulunduklar1 ortamlar olarak tespit edildi. Tam ve yar1 giiglii MS besiyeri ise
satha 0 tohumlarm en az gorildiigli ortam olarak belirlendi. Bu baglamda,
tohumlarm in vitro ortamda ¢imlenmeye kars1 en fazla tepkisiz kaldiklar1 besiyerleri
KN ve LN olurken MS besiyeri tohumlarin satha 0’dan satha 1’e gegislerini artirdu.
KN ve LN besiyerleri arasinda satha 0 tohum yiizdeleri agisindan istatistiki olarak
anlaml bir fark bulunmadi. Cimlenme 6ncesi tohum sigsmesinin gézlemlendigi saftha
1’de gozlemlenen tohumlarin en fazla olduklar1 besiyeri tam ve yar1 gii¢lii LN olarak

belirlendi. Bunu takiben yar1 giicli VW besiyeri de bu sathadaki tohumlarin oranina
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olumlu etki yaptig1 tespit edildi. Bahsedilen bu ii¢ besiyerinden alinan sonuglar
istatistiki olarak farkli bulunmadi. Bunun yaninda yar1 giicli VW ile tam giigli VW
besiyerinden kaydedilen saftha 1’deki tohum oranlar1 arasinda kayda deger fark
goriildii. Satha 1’deki tohumlarin en az gortildiigi besiyeri ise KN olarak belirlendi.
Cimlenmenin goriildiigi safha 2 asamasindaki tohumlar en fazla KN besiyerinde
bulundu. Bu safhadaki tohumlar ise en az LN besiyerinden kaydedildi. Embriyonun
tohum kabugundan siyrilarak disar1 ¢iktigr satha 3 asamasindaki tohumlar i¢in en
uygun besiyeri MS olarak belirlenirken KN besiyerinde bu safhada hi¢ tohum
gozlenmedi. Rizoitlerin olustugu asama olan satha 4’deki tohumlar ise sadece VW
ve yari giicli MS ortamlarinda gozlemlenirken yaprak primordiyasinin ilk belirdigi
asama olan safha 5’de hi¢ tohum gozlenmedi. Orkide tohumlari igin belirlenen
¢imlenme parametreleri goz oniine alindiginda satha 2 ve sonraki safhalarda bulunan
tim tohumlar ¢imlenmis kabul edildi. Dolayisiyla ¢imlenme oraninin kesin olarak
belirlenmesi i¢in safha 2’deki tohum yiizdelerinin sonraki safhalardakilerle
toplanmas: gerekli goriildii. Veriler bu sekilde irdelendiginde denenen kati
besiyerleri i¢inde tohum c¢imlenmesinin en fazla goriildiigii besiyeri KN, en az

goriildiigii besiyeri ise yar1 giiglii LN olarak bulundu. (Tablo 3.3.).
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Tablo 3.3. Farkli kat1 besiyerlerinin Serapias vomeracea tohumlarinin ¢imlenmesine olan etkileri

Besiyeri

Tohum ¢imlenme safhalari (%)

Safha 0 Safha 1 Safha 2 Safha 3 Safha 4 Safha 5 Cimlenme
KN 15,04 + 2,68 26,19 + 5,32¢ 58,77 +5,51° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00% 58,77+ 5,51°
KN 13,04 +2,16® 35,46 + 4,40° 51,51 +3,13% 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°% 51,51 +3,13%
VW 9,75 + 0,98 46,00 + 5,16" 40,82 +1,92% 2,83 + 0,30 0,79 + 0,10° 0,00 + 0,00 44,43 +1,76°
VW 7,45 +0,47% 58,71 + 7,69 33,71 +7,11% 0,13 +0,05° 0,00 % 0,00° 0,00 % 0,00% 33,85+ 7,12°
MS 4,55 +0,55" 46,34 +2.37° 47,51 + 1,98 1,60 + 0,06™ 0,00 =+ 0,00° 0,00 + 0,00 49,10 + 1,98
1%MS 6,26 + 1,55 46,07 + 4,67 38,72 +3,17° 7,44 +0,67° 1,52 + 0,09% 0,00 + 0,00°% 47,68 +0,82°
LN 13,86 + 3,25 57,64 +2,16° 27,47 + 4,28% 1,03 £ 0,16 0,00 % 0,00° 0,00 % 0,00% 28,50 + 4,43%
LN 13,01 + 1,59%® 61,22 +4,95° 23,55+ 5,23 2,21 +0,30™ 0,00 =+ 0,00° 0,00 + 0,00 25,76 + 4,93¢

*Bir siitundaki ayn iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.4.2. Siv1 besiyerlerine ait bulgular

Tohumlart sivi  kiiltiirin - sonunda  bulunduklari gelisim safhalarina  gore
gruplandirilarak yapilan hesaplamalara gore ¢imlenme belirtisinin olmadig1 satha 0
asamasindaki tohumlar en fazla kat1 kiiltiirlerde oldugu gibi siv1 kiiltiirlerde de KN
besiyerinden elde edildi. Kati kiiltiirlerde saftha 0 asamasindaki tohumlarin en az
goriildiikleri besiyeri sadece MS olarak bulunurken sivi kiiltiirlerde ise bu sonucu
veren besiyerlerinin MS ve VW oldugu bulundu. Dolayisiyla sivi kiiltiir kullanilmasi
VW besiyerinin tohumlarin ileriki safhalara gecisindeki etkisini artirdi. Safha 0
tohum yiizdeleri acisindan bu iki besiyerinin arasinda istatistiki olarak anlamli bir
fark bulunmadi. En fazla satha 1’deki tohumun goriildiigii besiyerleri MS ve yari
giclii LN, en az gorildikleri besiyeri ise yari gigli VW olarak bulundu.
Cimlenmenin goriildiigii satha 2 asamasindaki tohumlar en fazla tam ve yar1 giicli
VW besiyerinde bulundu. Bu iki besiyerinden kaydedilen satha 2 sonuglar1 arasinda
ise istatistiki olarak fark bulunmadi. Kati besiyerindeki sonuglara paralel olarak bu
safhadaki tohumlar en az tam ve yar1 giiglii LN ve MS besiyerlerinden kaydedildi.
Protokorm asamasi olan satha 3’e gegen tohumlarin en sik kaydedildigi besiyeri KN
olarak bulundu. Siv1 besiyerinin satha 3 asamasi géz oniine alindiginda tohumlardan
protokorm olusumunu kati besiyerlerinden daha fazla tesvik ettigi gorildi. Kati
besiyerlerindeki sonuglarin aksine sivi besiyerleri arasinda rizoitlerin olustugu satha
4’deki tohumlar sadece KN besiyerinde gdzlendi. Sivi ve kat1 besiyerlerinin ortak
ozelligi olarak satha 5 asamasinda tohum bulunmadi. Toplam ¢imlenme yiizdeleri
gdz Oniine alindiginda denenen sivi besiyerleri i¢inde en fazla cimlenmenin
goriildiigii besiyeri yart giigli VW ve KN olarak belirlendi ve bu besiyerlerinin
neden oldugu ¢imlenme verileri arasinda istatistiki agidan dnemli bir fark bulunmadi
(Tablo 3.4.). Faz 1’de denenen besiyerlerinden alinan sonuglar karsilastirildiginda en
yiksek c¢imlenme oranmi veren kati KN besiyeriyle (% 58,77 + 5,51) faz 2
denemelerine devam etmenin bu oraninin daha da artirilmasi ve bitki biiylitme

denemeleri i¢in materyal {iretimi agisindan avantajli olacagi bulundu (Sekil 3.4.).
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Tablo 3.4. Farkli s1v1 besiyerlerinin S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenmesine olan etkileri

Tohum ¢imlenme safhalari (%)

Besiyerl Safha 0 Safha 1 Safha 2 Safha 3 Safha 4 Safha 5 Cimlenme
KN 11,85+ 1,36 34,35+ 3,55¢ 44,61 +1,50° 8,46 + 0,88° 0,72 + 0,142 0,00 + 0,00 53,80 +0,88°
VKN 9,43 +1,80® 41,38 +3,14° 46,75+ 1,31° 2,44 +0,92° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 49,19 + 1,96
VW 6,29 + 1,37 41,91+0,10° 51,62+ 1,12° 0,17 + 0,03¢ 0,00 % 0,00° 0,00 + 0,00 51,79 £ 1,10
VVW 7,94 + 1,52 36,91 + 3,42° 52,41 +2,34° 2,74 +0,25° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 55,15+2,57°
MS 6,15+ 0,76 53,34+ 1,86° 39,25 +2,14° 1,26 +0,31° 0,00 + 0,00° 0,00 % 0,00% 40,50 + 2,28°
uMS 10,38 + 1,36 41,58 + 1,83° 47,20 +2,70° 0,84 +0,12% 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 48,05 £ 2,69
LN 10,98 + 2,07 48,19+ 1,91° 40,24 + 1,88° 0,60 + 0,06% 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 40,84 + 1,86°
LN 10,55 + 2,26 50,60 + 2,57% 38,66 +2,77° 0,19 + 0,00 0,00 % 0,00° 0,00 + 0,00 38,85 +2,80°

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan goklu karsilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur
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Cimlenme (%)

Besiverler (K kat, 5: s1vi)

Sekil 3.4. Kat1 ve siv1 besiyerlerinden alinan ¢imlenme verilerinin karsilastirilmasi
(Ayn1 ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine
gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)

3.5. Faz 2 Besiyerlerinde Cimlendirme Denemelerine Ait Bulgular
3.5.1. Muz homojenati denemelerine ait bulgular

Muz homojenati (BAN) siikroz (SUC) takviyeli KC besiyeri iizerine eklendi ve
kiiltiir periyodu sonucunda tohumlarin ¢imlenme safhalarina gore yiizde olarak
oransal dagilimi hesaplandi (Tablo 3.5.). BAN konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme
belirtisi gdstermeyen saftha 0 tohumlarinin oraninda artis gergeklesti. On ¢imlenme
sathasindaki tohum yiizdelerinin ise istatistiki olarak farkli bulunmamasi BAN
uygulamasinin satha 1 tohumlarin orani iizerine etkili olmadigini gosterdi.
Cimlenmenin goriildigii safha 2 tohumlar, artan konsantrasyondaki BAN
uygulamalarindan olumsuz etkilendi. Sonraki safhada gdzlemlenen protokorm
olusumu ise en yiiksek SG-2 besiyerinden kaydedildi. Kontrole oranla tim BAN
uygulamalarinin protokorm olusumunu ¢ok diisiik oranda dahi olsa destekledikleri
bulundu. Cimlenen tohumlardan rizoitli safthadakiler ise sadece SG-1 ve SG-2
besiyerlerinde goriilmekle birlikte bu safhadaki tohumlarin orani oldukg¢a diisiik
kaldi. Yaprak primordiyasinin olusan ¢imlenen herhangi bir tohum gézlenmedi.
Bununla birlikte kontrole oranla BAN uygulamalari toplam ¢imlenme yiizdesi
tizerine olumsuz etki yaptig1 bulundu. Kontrol ile % 5 BAN katkili SG-3 besiyeri

arasinda toplam ¢imlenme yiizdeleri arasinda % 12 fark bulundu.
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Tablo 3.5. Farkli muz homojenati miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro
¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalarn Besiyeri
(%) Kontrol SG-1 SG-2 SG-3
Safha 0 15,04 +2,68" 17,68+ 1,04® 19,47+ 1,50 22,83 + 4,88°
Safha 1 26,19+5,32° 2842+229°  32,60+2,52° 32,08+4,03"
Safha 2 58,77 +5,51°  48,91+2,16° 44,06+ 2,49 41,50+ 2,40°
Safha 3 0,00+0,00°  2.82+0,18" 3,86 +0,30° 2,26+ 0,33
Safha 4 0,00 +0,00° 2,17 +0,14° 0,00 +0,00°  1,32+0,18"
Safha 5 0,00 +0,00* 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00* 0,00+ 0,00%
Cimlenme 58,77 +5,51° 5391 +2,46® 48,41+2,69° 46,08+ 0,60°

*Bir stitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.5.2. Siikroz denemelerine ait bulgular

KC besiyerinin orijinal formiilasyonunda bulunan % 2 siikroz (SUC) yerine % 1, 3
ve 5 SUC denenerek elde edilen c¢imlenme verilerine gore fakli SUC
konsantrasyonlart ¢imlenmemis tohum oraninda istatistiksel olarak Onemli bir
degisiklige neden oldu (Tablo 3.6.). Buna ragmen safha 0 tohumlarin orani1 kontrole
oranla azaldi. Bunun aksine satha 1 tohumlarin oranlarinda denenen tiim
besiyerlerinde kontrole oranla artis gézlendi. Satha 2 tohumlarin orani sadece SG-5
besiyerinde kontrole yaklasirken diger besiyerlerinde kontrolden onemli olgiide
diisiik bulundu. Kontrolde ¢imlenme periyodunda protokorm olusumu goriilmezken
diger besiyerlerinde % 12-15 arasinda degisen oranlarda satha 3 tohumlar gozlendi.
Rizoitlere sahip olan ¢imlenmis tohumlar kontrol hari¢ tiim besiyerlerinde ¢ok diisiik
oranlarda gozlemlenirken saftha 5 asamasinda herhangi bir tohum gdzlenmedi.
Toplam ¢imlenme oranlar1 kiyaslandiginda % 2 ve % 3 SUC igeren besiyerleri
kontrol ve SG-5 hem istatistiksel hem de sayisal olarak benzer sonuglar verdi.
Denenen %1 SUC konsantrasyonuna sahip SG-4 besiyeri toplam ¢imlenme oranini
olumsuz etkilemekle birlikte kontrolden sadece % 2 oraninda diisiik bir sonug verdi.
Bununla birlikte % 5 SUC igeren SG-6 besiyeri toplam ¢imlenme orani agisindan en

diisiik sonucu olarak bulundu.
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Tablo 3.6. Farkli siikroz miktarlarinin S. vomeracea tohumlarmin in vitro
¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalar: Besiyeri
0 ontro - - -
(%) K | SG-4 SG-5 SG-6
Safha 0 15,04 +2,68°  13,13+330° 12,82+ 1,89* 13,57+ 1,24°
Safha 1 26,19+532° 31,13+1,97* 2821+3,13" 37,15+5,14°
Safha 2 58,77 +5,51*  39,15+1,63° 43,51+3,14" 31,68 +3,62°
Safha 3 0,00 +0,00° 12,85+ 1,21* 12,10+ 1,24* 15,18 +3,33"
Safha 4 0,00 +0,00°  3,75+039°  0,35+0,75° 2,41+038
Safha 5 0,00 +0,00°  0,00+0,000  0,00+0,000 0,00+0,00°
Cimlenme 58,77+5,51%  56,53+023® 5897+3,43% 4928+566

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.5.3. Hindistan cevizi suyu denemelerine ait bulgular

Bu asamada farkli hindistan cevizi suyu (COW) konsantrasyonlar1 iceren
besiyerlerinin etkileri denenmis ve artan konsantrasyonlarda kullanilan COW’un
¢imlenmemis tohum miktarin1 6nemli 6lgilide artirdig1 bulundu (Tablo 3.7.). SG-7 ve
SG-8 besiyerlerinden elde edilen satha 0 tohum yiizdeleri istatistiksel olarak aynidir.
Bu asamada dikkate deger bulgu, % 10 COW igeren SG-9 besiyerinin ¢imlenmeye
yapt1ig1 olumsuz etkidir. On ¢imlenme asamasindaki tohumlarin yiizdeleri de safha 0
tohumlarinkine benzer bir oran gosterdi. Satha 2 tohumlarin oranlart kontrole oranla
% 62 diisiik bulundu. Protokorm safhasina ulasan tohumlarin oran1 SG-7 besiyerinde
en ylksek artis1 gostermis yani diigiik konsantrasyonda (% 2,5) COW uygulamasi
¢imlenme oranini diislirse de ¢imlenen tohumlarin gelisimini hizlandirdi. Benzer bir
gelisim satha 4 tohumlarin oraninda da gbzlendi. Rizoitli sathaya ulasan ¢imlenmis
tohum oranm1 SG-7 besiyerinde en yiiksek degerde bulundu. Onceki uygulamalarda
oldugu gibi satha 5 asamasina ulasmis ¢imlenen tohum bulunmadi. En yiiksek
toplam ¢imlenmis tohum orani kontrolde bulunmus ve COW uygulamalarinin
tamaminin ¢imlenmeye olumsuz etki yaptiklar1 anlagildi. COW uygulamasi
neticesinde toplam ¢imlenme kontrole oranla SG-9 besiyerinde % 45’¢ diistii.
Bununla birlikte besiyerindeki COW orani arttikca ¢imlenme oranlari da kademeli

olarak azaldu.
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Tablo 3.7. Farkli hindistan cevizi suyu miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in
vitro ¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalar: Besiyeri
(%) Kontrol SG-7 SG-8 SG-9
Safha 0 15,04 +2,68° 20,19+2,15" 21,68+2,72° 34,08+ 1,88
Safha 1 26,19+5,32° 28,74+ 0,44% 29,84+2,75 34,04+ 0,45
Safha 2 58,77+5,51° 28,78 +3,99 3392+426° 22,39+ 1,05°
Safha 3 0,00 £0,00° 16,26+ 1,42* 12,24+0,90° 4,38+0,73°
Safha 4 0,00£0,00°  6,03+£057°  2,31+0,26°  5,10+0,73"
Safha 5 0,00+ 0,00°  0,00+0,000 0,00+ 0,000 0,00+ 0,00°
Cimlenme 58,77+ 5,51° 51,07+2,59" 4848+5,05" 31,87+2,11°

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.5.4. Aktif komiir denemelerine ait bulgular

Aktif kdmiirtin (ACH) kullanilan tiim konsantrasyonlart ¢imlenmemis tohum oranini
azaltti. Bu azalma en siddetli olarak ACH’m % 0,25 oranda kullanildigi SG-10
besiyerinde gozlendi (Tablo 3.8.). Ancak artan konsantrasyonlarda ACH kontrole
yakin bir safha 0 tohum orani verdi. Safha 1 tohumlar en az SG-12 besiyerinde
gozlenirken c¢imlenen, satha 2 asamasindaki tohumlarin orani kontrole oranla
neredeyse yariya diistii. Ayrica denenen besiyerleri arasinda satha 2 tohum oranlari
acsindan istatistiksel bir fark yoktur. Bu parametrenin aksine protokorm safhasina
ulasan tohumlarin oran1 son derece artis gosterdi ve SG-10 besiyerinde % 20
seviyesine ulasildi. Buna benzer olarak rizoitli sathadaki ¢imlenen tohumlar son
derece hizli bir gelisim gosterip oransal olarak toplam tohumlarin % 35’ine kadar
yiikseldi. Satha 4 tohumlar i¢in kaydedilen bu deger tiim besiyerleri arasinda ulasilan
en yuksek degerdir. Ayrica yaprak primordiyasinin gozlemlendigi ¢imlenmis tohum
ilk defa SG-10 besiyerinde bulundu. Bu oran son derece kiigiik olsa dahi tohumlarin
hizli gelisimini gostermesi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Toplam ¢imlenen tohum
orani agisindan en yiiksek degere SG-10 besiyerinde ulasilirken ¢imlenme orani
kontroliin % 39’u oraninda artti§1 bulundu. Tohumlarin ileriki safhalara gecislerinin
hizlanmas1 ACH igeren besiyerlerindeki ¢imlenme basarisin1 da beraberinde getirdigi

anlasildi.
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Tablo 3.8. Farkli aktif komiir miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro
¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalar: Besiyeri
(%) Kontrol SG-10 SG-11 SG-12

Safha 0 15,04 +2,68°  5,76+0,74°  10,55+2,77% 13,40+ 3,94
Safha 1 26,19+5,32% 16,93+ 1,59° 20,89+2,18® 14,49 +2,82°
Safha 2 58,77 +5,51° 24,99 +4,92° 16,60+ 575" 18,14+ 3,96
Safha 3 0,00 £0,00° 20,17+1,58° 16,09+ 1,96° 18,30 +3,19%
Safha 4 0,00+0,00° 31,30 +4,76° 35,86+4,74* 3567+2,78"
Safha 5 0,00 +£0,00° 0,84+0,14°  0,00+£0,00° 0,00+ 0,00

Cimlenme 58,77 +5,51° 7731+2,97*° 68,56+ 1,77° 72,11 +4,89®

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.5.5. Siikroz yerine muz homojenati kullanmimina ait bulgular

Bu denemede siikroza alternatif dogal karbon kaynagi olarak BAN kullanildu.
Cimlenmeyen tohum oram1 BAN ilaveli besiyerlerinde kontrole oranla arttig
bulundu. En yiiksek saftha 0 tohum orani % 3 BAN iceren SG-14 besiyerinden
kaydedildi (Tablo 3.9.). Besiyerinde artan BAN igerigi 6n ¢imlenme asamasindaki
tohum oranint artirdi. Bu oran SG-15 besiyerinde neredeyse ekilen tohumlarin
yarisina ulasti. Bu parametre i¢in kontrol, SG-13 ve SG-14 besiyerlerinden alinan
sonugclar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir. Cimlenen satha 2 asamasindaki
tohumlarin orani kontroliin % 73 oraninda azalarak SG-13 besiyerinde en diisiik
degerine ulastigt bulundu. Buna karsin c¢imlenip protokorm safthasina ulasan
tohumlarin oran1 kontrole oranla % 23 artisla SG-13 besiyerinde en yiiksek degerine
ulasti. Bu oran % 5 BAN igeren SG-15 besiyerinde tekrar diismeye basladi. Safha 4
tohumlarin orani1 protokorm sathasina ulasan tohumlarinkine benzer bir durumda
bulundu. Bu parametre i¢in en yiiksek deger en diisitk oranda BAN igeren (% 1) SG-
13 besiyerinden kaydedildi. Bu uygulamada satha 5 asamasina ulagsan tohum
bulunmadi. Toplam ¢imlenme orani agisindan kontrole oranla tiim besiyerlerinde
diisiik sonuglar kaydedildi. SG-13 besiyerinden kontrolden % 4 diisiik bir ¢cimlenme

orani alinsa dahi bu oran istatistiksel olarak kontrolden farkli bulunmadi.
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Tablo 3.9. Siikroz yerine muz homojenati kullaniminin S. vomeracea tohumlarinin
in vitro ¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalar Besiyeri
(%) Kontrol SG-13 SG-14 SG-15
Safha 0 15,04 +2,68" 18,65+2,23" 30,13+2,56° 25,13 +3,.28°
Safha 1 26,19+532°  26,75+3,34" 2557+1,94" 4787+297
Safha 2 58,77+551%  16,10+£228° 16,53 +0,78° 19,73 +2,15°
Safha 3 0,00 £0,00° 2332+328 23,16+344% 726+0,31°
Safha 4 0,00 £0,00° 15,17+ 1,34* 4,60+0,52° 0,00+ 0,00°
Safha 5 0,00 £0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00°  0,00=+0,00°
Cimlenme 58,77+5,51% 54,60+ 1,11° 4430+3.40° 26,99 +3,07°

*Bir siitundaki ayni st karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.5.6. Siikroz yerine hindistan cevizi suyu kullammina ait bulgular

Bu denemede siikroz yerine kullanilabilecek alternatif bir dogal karbon kaynagi
olarak COW kullanildi. Cimlenmeyen tohumlarin orani COW ilaveli besiyerlerinde
dalgalanma gosterdi. Besiyerinde en diisik oranda kullanilan (% 2,5) COW,
¢imlenmeyen tohumlarin oranini kontroliin 2 katina ¢ikardigi bulundu (Tablo 3.10.).
Artan konsantrasyonlarda COW igeren diger besiyerleri kademeli olarak satha 0
tohumlarin oranmi azalttigr gdzlendi. On ¢imlenme safhasindaki tohumlar SG-16
besiyerinde azalma gosterse de SG-17 ve SG-18 besiyerlerinden istatistiki olarak
kontrolle ayn1 sonuglar elde edildi. Cimlenme asamasindaki tohumlar besiyerindeki
COW miktar arttik¢a artis gosterdi. En yiiksek satha 2 tohum orani kontrolden sonra
SG-18 besiyerinden elde edildi. Protokorm sathasina ulasan tohumlar tim COW
uygulamalarinda kontrole oranla 6nemli 6l¢iide artti. En yiiksek satha 3 tohum orani
SG-17 besiyerinden kaydedildi. Rizoitli sathaya ulasan ¢imlenen tohumlar sadece
SG-16 ve SG-18 besiyerlerinde gozlense de bu oranlar cok diisiiktiir. Safha 5
asamasina ulagsan tohum olmadi. Toplam ¢imlenme oranlari denenen besiyerinde
COW konsantrasyonu arttik¢a artis gosterdi. En yiiksek ¢imlenme orani SG-18
besiyerinden kaydedilse de bu oran istatistiki olarak kontrolden fakli degildir.
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Tablo 3.10. Siikroz yerine hindistan cevizi suyu kullanimmin S. vomeracea
tohumlarinin in vitro ¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalar: Besiyeri
(%) Kontrol SG-16 SG-17 SG-18
Safha 0 15,04 +2,68° 30,71 £3,50° 16,98 +3,28" 9,80+ 0,99°
Safha 1 26,19+5,32°  19,60+0,54° 29,10+3,05° 29,14+ 1,49°
Safha 2 58,77+5,51° 32,59+0,68° 34,02+0,79° 42,76 +3,04°
Safha 3 0,00+ 0,00°  16,43+2,53* 19,90+3,91* 18,00+ 2,33
Safha 4 0,00+0,00°  0,67+0,06°  0,00+0,00° 0,29 + 0,06
Safha 5 0,00+ 0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00* 0,00+ 0,00°
Cimlenme 58,77+ 5,51° 49,02+2,72° 5431+4,58® 61,06+ 2,73

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.5.7. 6-benzilaminopiirin denemelerine ait bulgular

Sentetik bir sitokinin olan BAP uygulamasi sonucunda tohumlarin ¢imlenme
safhalarinda 6nemli degisiklikler meydana geldi. BAP uygulamalar: SG-19 ve SG-22
besiyerlerinde kontrolden daha fazla oranda safha 0 asamasinda tohum vermesine
ragmen artan BAP konsantrasyonlarma sahip SG-20 ve SG-21 besiyerlerinde bu
oranlar kontrolle istatistiki olarak ayn: bulundu (Tablo 3.11.). Safha 1 asamasindaki
tohumlarin oran1 genel olarak tiim uygulamalarda birbirine ¢ok yakin bulundu. Safha
2 asamasindaki tohumlar kontrole oranla 6nemli Ol¢iide azaldi. Bu azalma
besiyerindeki artan BAP konsantrasyonuyla paraleldir. Bu parametre icin SG-19,
SG-20 ve SG-21 besiyerlerinden alinan sonuglar istatistiki olarak aynidir. Satha 3
asamasindaki tohumlar en yiiksek 2,0 mg I* BAP igeren SG-22 besiyerinden
kaydedildi. Rizoitli safhadaki tohumlar kontrol harig tiim besiyerlerinde gézlendi. Bu
tohumlarin oran1 SG-19 ve SG-20 besiyerlerinde kademeli olarak artmig ve en
yiikksek oranda SG-20 besiyerinden kaydedildi. Satha 5 asamasina ulasan tohum
bulunmadi. Toplam ¢imlenme oran1 sadece SG-20 besiyerinde artip, sonraki
besiyerlerinde ise yine kademeli olarak azaldi. Dolayisiyla toplam ¢imlenme orani
agisindan en olumlu etkiyi yapan BAP uygulamasi 0,5 mg-1™ (SG-20) olarak

bulundu.
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Tablo 3.11. Farkli 6-benzilaminopiirin miktarlariin S. vomeracea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesine
olan etkileri

0§

Cimlenme safhalari Besiyeri
(%) Kontrol SG-19 SG-20 SG-21 SG-22

Safha 0 15,04 £ 2,68° 2030+2,12°  1433+0,86°  1595+1,76° 23,89+ 1,02°
Safha 1 26,19+532®  2550+1,18"  2553+0,96" 30,97+0,83% 26,30 £2,05®
Safha 2 58,77 + 5,512 42,61+256" 3883+0,86" 3954+1,64° 2822+1,11°
Safha 3 0,00 + 0,00° 7,36 £ 0,59° 14,09+2,11°  11,28+0,80° 19,42 + 1,91
Safha 4 0,00 = 0,00° 425 +0,34° 7,22 +£0,98° 2,26 +0,48° 2,17 +0,30°
Safha 5 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00°

Cimlenme 58,77+5,51%  5421+323" 60,13+ 1,82 53,08+2,48° 4982+ 1,34°

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur



3.5.8. Kinetin denemelerine ait bulgular

KIN denemelerinden elde edilen verilere gore ¢imlenmenin goriilmedigi satha 0
tohumlar kontrole oranla en diisiik degerine 0,5 mg-1™ KIN iceren SG-24 besiyerinde
ulagildi. Buna ragmen en yiiksek safha 0 oranmin gorildiigi SG-25 besiyeri
haricindeki tiim besiyerlerinden alinan sonuglar bu parametre i¢in istatistiksel olarak
aynidir. Satha 1 tohumlar en diisiik degerine SG-25 besiyerinde ulasirken en yiiksek
degeri ise SG-26 besiyerinden hesapland: (Tablo 3.12.). Cimlenen tohumlarin
olusturdugu safha 2 asamasma ulasan tohumlar KIN uygulamalar1 arasinda en
yiiksek oranda SG-26 besiyerinde bulundu. Buna ragmen kontrole oranla safha 2
tohumlarin oran1 diger tiim besiyerlerinde azaldigi gozlendi. Bu parametrenin aksine
protokorm safhasina ulagsan tohumlarin orani kontrole oranla tiim KIN uygulanan
besiyerlerinde yiiksek bulundu. En fazla safha 3 tohum bulunan besiyeri 1 mg-I*
KIN iceren SG-25 olarak belirlendi. Rizoitli tohumlardan olusan safha 4 asamasina
ulasan ¢imlenen tohumlarin oranlar1 kontrolden sonra artan KIN varliginda kademeli
olarak 1 mg- " konsantrasyona kadar artip ve 2,0 mg:I* KIN igeren SG-26
besiyerinde ise azalmaya basladi. Buna ragmen KIN uygulamasi tiim
konsantrasyonlarda kontrolde goriilmeyen satha 3 ve 4 tohumlarin oranlarini artirdu.
Satha 5 asamasina ulasan tohum bulunmadi. Toplam ¢imlenme oranlari
irdelendiginde SG-25 besiyerinde en yiiksek ¢imlenme oranina ulasildig: fakat bunun
kontrolden sadece % 3 fazla oldugu goriildii. SG-24 ve SG-25 besiyerlerinin
sagladiklar1 toplam ¢imlenme oranlar istatistiksel olarak ayni bulundu. Ayrica bu
parametre i¢in kontrol ve SG-23 besiyerinden elde edilen sonuglar da istatistiki

olarak aynidir.
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Tablo 3.12. Farkl: kinetin miktarlarinin S. vomeracea tohumlarmin in vitro ¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme sathalar Besiyeri
(%) Kontrol SG-23 SG-24 SG-25 SG-26
Safha 0 15,04 + 2,68° 14,96 + 0,95° 1337+ 1,83° 19,74+ 1,47° 15,01 +0,95"
Safha 1 26,19+532°  2892+125®  26,54+270® 18,98+ 1,48 32,07 +2,04%
Safha 2 58,77+5,51*  36,53+0,48"  3349+263“ 2799+271° 39,84+ 185
Safha 3 0,00 + 0,00 13,77 = 1,01° 19,57 1,055 20,70+ 1,90° 9,37 +0,64°
Safha 4 0,00 + 0,00 3,83 +0,83° 7,03 +0,74° 12,59+ 1,38° 3,71 +0,67°
Safha 5 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00° 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
Cimlenme 58,77+5,51%  56,12+3,89® 60,10+ 1,73*  61,28+1,03°  52,92+2,43"

*Bir stitundaki ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur



3.5.9. indol-3-asetik asit denemelerine ait bulgular

IAA’nin farkli konsantrasyonlarda besiyerlerinde kullanilmasiyla tohum ¢imlenmesi
lizerine yaptig1 etkinin aydinlatilmaya calisildigr bu denemede saftha 0 tohumlarin
oranlar1 0,25-1,0 mg-l’larahglnda IAA igeren SG-27, SG-28 ve SG-29 besiyerlerinde
kontrole kiyasla azaldi (Tablo 3.13.). En yiiksek ¢imlenmeyen tohum oran1 SG-30
besiyerinden bulundu. On ¢imlenmenin oldugu satha 1 tohumlar arasinda IAA
uygulamalarina bagh énemli kii¢iik oranlarda degisimler oldugu kaydedildi. Bununla
birlikte ¢imlenme safhasindaki (satha 2) tohumlarin oram1 yiikselen IAA
konsantrasyonuyla birlikte kademeli olarak azaldigi goriildi. Protokorm haline
donligmiis ¢imlenen tohumlarin orant [AA’dan biiylik oranda etkilendi. SG-29
besiyerine kadar siirekli artan bu safhadaki tohumlarin oran1 2,0 mg-I™* TAA igeren
SG-30 besiyerinde azalmaya basladi. En yiiksek protokorm safhasina ulagmis tohum
yiizdesi SG-29 besiyerinden kaydedildi. Rizoitli safhaya ulasan tohumlarin orani
protokorm safhasina ulagan tohumlarin oranlarina paralel bir sonug gosterdi. Safha 5
asamasina ulasan tohum gozlenmedi. Toplam ¢imlenme orani en yiiksek SG-29
besiyerinde bulunurken SG-27 ve SG-30 besiyerlerinden kaydedilen sonuglar

istatistiki olarak kontrolden farksiz olarak bulundu.
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Tablo 3.13. Farkli indol-3-asetik asit miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro ¢cimlenmesine olan

etkileri
Cimlenme safhalari Besiyeri
(%0) Kontrol SG-27 SG-28 SG-29 SG-30

Safha 0 15,04+2,68°  11,23+1,43°  11,61+£0,79° 10,81 +0,40° 18,96 + 1,39°
Safha 1 26,19+532%  2884+1,81° 26,19+ 1,57 22,76 +2,09° 23,98 +2,55®
Safha 2 58,77 +551°  42,03+1,97° 37,64+246™  36,01+234° 32,30+ 1,68
Safha 3 0,00 + 0,00° 1443+ 1,40° 21,18+ 136" 2581 +1,03*  22,57+0,45
Safha 4 0,00 + 0,00° 3,47 +0,33 3,37 +£0,54° 4,61 + 0,86 2,52 +£0,52°
Safha 5 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00%

Cimlenme 58,77+551°  59,92+1,68°  62,19+2,73®  66,43+2,62°  57,39+282"

*Bir siitundaki ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur
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3.5.10. indol-3-biitirik asit denemelerine ait bulgular

Farkli konsantrasyonlarda IBA igeren besiyerlerinin tohumlarin ¢imlenmesine
yaptiklar etkiler incelendiginde satha 0 tohum oranimin SG-31 besiyeri haricindeki
IBA uygulamalar1 neticesinde arttigi gézlendi (Tablo 3.14.). Buna karsin SG-31 ve
SG-32 besiyerlerinden alinan satha 0 tohum sonuglar istatistiksel olarak kontrolle
aymdir. On ¢imlenme sathasindaki tohumlarin oranlart SG-31 besiyerinde kontrole
oranla artsa da takip eden besiyerlerinde dalgalanma gosterdi. Cimlenen tohumlarin
olusturdugu satha asamasindaki tohumlarin orami en yiiksek kontrol grubunda
bulunurken IBA uygulamalarmin bu safhadaki tohumlara olumsuz etki yaptigi
gozlendi. Protokorm safhasina ulasan tohumlar 1,0 mg-l™ IBA igeren SG-33
besiyerinde en yiiksek oranina ulasti. Bu anlamda IBA uygulamalar1 tohumlarin
sathalar arasinda gecisini yani gelisimini hizlandirdi. Satha 4 tohumlar tim IBA
uygulamalari neticesinde goriilmiis olsalar dahi oranlar diisiik seviyede kaldi. SG-33
besiyeri bu safha i¢in de en olumlu etkiyi yapti. Safha 5 asamasina ulasan tohum
bulunmamaktadir. Toplam ¢imlenme oranlari agisindan tiim SG-32 besiyeri kontrolle
istatistiksel agidan aynmi1 sonucu verse dahi diger besiyerleri kontrole oranla toplam
¢imlenmeyi azalttigi bulundu. IBA uygulanan tohumlarda satha 1 asamasindaki

yogunluk dikkat ¢ekmektedir. Bu sathay1 gecen tohumlar ise hizli gelismektedirler.
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Tablo 3.14. Farkli indol-3-biitirik asit miktarlariin S. vomeracea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesine

olan etkileri
Cimlenme safhalari Besiyeri
(%) Kontrol SG-31 SG-32 SG-33 SG-34
Safha 0 15,04 £2,68" 14,88 +1.25"°  16,40+0,64° 22,18 +1,54* 22,01 +1,78°
Safha 1 26,19+532°  3448+2,64%  2488+1,16° 2523+172°  33,72+0,06°
Safha 2 58,77+551°  41,03+1,44°  41,09+1,75°  29,75+281° 36,16 +2235"
Safha 3 0,00 + 0,00° 7,76 + 0,60° 14,71+ 1,07° 19,59 + 1,69 6,19 + 0,54°
Safha 4 0,00 + 0,00° 1,71 +£0,43° 2,92 + 0,442 3,26 +0,71° 1,92 +£0,27°
Safha 5 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00%
Cimlenme 58,77+551°  50,64+0,74°  58,72+1,11°  52,60+3,06° 4427 +1,83°

*Bir siitundaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan g¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur



3.5.11. Jasmonik asit denemelerine ait bulgular

Jasmonik asitin tohum ¢imlenmesi {lizerine etkilerinin arastirildigi bu denemede satha
0 tohumlar tiim JAS denemelerinde kontrolden daha yiiksek bulundu (Tablo 3.15.).
Cimlenmemis tohum orani en yiiksek SG-38 ve SG-38 besiyerlerinden elde edildi.
Satha 1 agamasindaki tohumlarin oranlari besiyerlerine gore dalgalanma gosterse de
SG-36 ve SG-38 besiyerlerinde arttigi goriildii. Safha 2 tohumlar JAS ilaveli
besiyerlerinin tiimiinde azalan oranlarda bulundu. Buna karsin biitin JAS
uygulamalari istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz sonuglar verdi. Protokorm ve
rizoitli sathalarda bulunan tohumlarin oram1 IBA uygulamalarina benzer sekilde
olustu. Protokorm safhasi ve rizoitli sathada bulunan tohumlarin orani en fazla 0,25
mg-1" JAS iceren SG-35 besiyerinden kaydedildi. Safha 5 asamasina ulasan tohum
bulunmamaktadir. Toplam ¢imlenme orani JAS uygulamalarindan olumsuz etkilendi.
Besiyerindeki JAS miktar1 arttikga toplam c¢imlenen tohum yiizdesinde disiis
kaydedildi. On ¢imlenme asamasindaki tohumlarin fazlaligi bu uygulamada da

dikkat cekmektedir.
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Tablo 3.15. Farkli jasmonik asit miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesine olan

etkileri
Cimlenme safhalari Besiyeri
(%0) Kontrol SG-35 SG-36 SG-37 SG-38
Safha 0 15,04 £2,68°  21,49+1,22°  23,67+321®  27,14+328 26,87 +3,15°
Safha 1 26,19+532% 2272+ 1,11°  31,33+2,08%  24,05+2,44° 31,37 +3,02°
Safha 2 58,77+551°  31,50+321°  26,33+321°  31,48+3,36° 28,23+0,98"
Safha 3 0,00 + 0,00° 19.97+0,87°  31,67+2,08  16,63+2,98" 12,70 +2,39°
Safha 4 0,00 + 0,00° 4,33 +0,24° 1,33 £0,23 0,69 + 0,08 0,83 0,16
Safha 5 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00%
Cimlenme 58,77+5,51* 5580+ 1,36®  51,95+1,73°°  48.80+3,29° 41,77 +2,98¢

*Bir siitundaki ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur



3.5.12. Oligomerik kitosan denemelerine ait bulgular

Besiyerinde oligomerik kitosan (DP 2-15; CHI 1 kDa) kullanimimin tohum
cimlenmesi iizerine yaptigr etkilerin incelendigi bu denemede ¢imlenmemis
tohumlarm oram tiim CHI konsantrasyonlarinda azaldig1 bulundu (Tablo 3.16.). On
¢imlenme asamasindaki tohumlarin orani ise artan CHI konsantrasyonuyla birlikte
artarken sadece 20 mg-I™ CHI igeren SG-42 besiyerinde kontrolden yiiksek olarak
kaydedildi. Buna ragmen SG-42 ile kontrol grubunun safha 1 tohum oranlari
acisindan istatistiksel olarak birbirinden farki yoktur. Safha 2 asamasina ulasan
tohumlarin oranlar1 artan CHI oranlarina sahip besiyerlerinde kademeli olarak azaldi.
Buna karsin protokorm ve rizoitli sathaya gegen tohumlarin oranlarinda biiyiik bir
artis yasandi. Protokorm safhasindaki tohumlarin en yiiksek oranda kaydedildikleri
besiyeri SG-42 olurken rizoitli safhada bu durum SG-39 besiyerinde goriildii. Safha
5 asamasmna ulagan tohum bulunmamaktadir. Toplam ¢imlenme oranlarinda
oligomerik CHI uygulamasi neticesinde kontrole oranla énemli artis gozlendi. En
yitksek toplam ¢imlenmis tohum orani en diisik konsantrasyonda (5 mg:I™") CHI
iceren besiyerinden (SG-39) kaydedildi. Bu ¢imlendirme 6zellikleriyle oligomerik
CHI uygulamas1 ACH uygulamasina benzeri bir etki gosterdi.
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Tablo 3.16. Farkli oligomerik kitosan (1 kDa) miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro
¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalari Besiyeri
(%) Kontrol SG-39 SG-40 SG-41 SG-42
Safha 0 15,04 +2,68° 10,89 +0,28" 10,70 +0,78" 12,10+ 1,60° 12,10+ 1,03°
Safha 1 26,19+5,32° 20,29+135° 2428+ 1,09%°  2355+£223®  28,01+2,55°
Safha 2 58,77+551°  37,12+347°  36,04+1,74°  31,83+575"  24,75+2,92°
Safha 3 0,00 +£0,00° 21,33+233" 1982+145°  2228+271° 27,18+ 1,80°
Safha 4 0,00 +£0,00° 10,31 +0,77° 9.16 +0,67° 1023 +0,67° 7,97 +0,53°
Safha 5 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00%
Cimlenme 58,77+5,51° 68,76+ 1,45  6431+£2,65%  61,32+1,90° 59.89+1,17"

*Bir siitundaki ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur



3.5.13. Polimerik kitosan denemelerine ait bulgular

Polimerik kitosan denemeleri DP 70 olan (CHI 10 kDa) ve daha yiiksek
polimerizasyon derecesindeki (=DP 220; CHI 100 kDa) iki polimerik kitosandan
olusmaktadir. On kDa molekiiler agirliktaki polimerik kitosan satha 0 tohumlarin
oranlarint kontrole oranla olduk¢a azaltirkken bu wuygulama igin en diisiik
¢imlenmemis tohum oran1 SG-45 besiyerinden kaydedildi. En diisiik satha 1 tohum
orani ise en az polimerik CHI iceren (5 mg-1™") SG-43 besiyerinde bulundu.
Cimlenen tohumlardan satha 2 asamasinda bulunanlarin oranlar1 10 kDa agirliktaki
tiim CHI uygulamalarinda azaldi. Buna karsin kontrole en yakin satha 2 tohum orani
SG-45 besiyerinde bulundu. Protokorm asamasi ve rizoitli asamadaki tohumlarin
oranlart artig goOsterirken bu artis oligomerik kitosan kullanimindakine
benzemektedir. En yiiksek satha 3 ve satha 4 tohum oranlar1 SG-43 besiyerinden
kaydedildi. Satha 5 asamasina ulasan tohum bulunmamaktadir. Toplam g¢imlenme

orani ise yine ayni besiyerinde kontrol degerini % 27 oraninda artirdi (Tablo 3.17.).

Yiiz kDa molekiiler boyuttaki kitosan polimeri ise kontrole oranla satha 0
asamasindaki tohum oranlarini diisiik seviyede artirirken bu artis istatistiksel olarak
Oonemli bulunmadi. Satha 1 tohumlar i¢in de ayni sonuglar alinmakla birlikte 100 kDa
boyutta polimerik kitosan uygulamasi 6n ¢imlenme asamasindaki tohumlara etki
etmedi. SG-43 ve SG-44 besiyerlerinde satha 2 asamasindaki tohum orani azalsa
dahi SG-45 besiyerinde kontrol grubundaki oranina yaklasti fakat SG-46 besiyerinde
tekrar azaldi. Bu molekiiler boyuttaki kitosan polimeri en belirgin etkisini saftha 3 ve
4 asamasindaki tohumlar {izerinde gosterdi. Tohumlarin gelisimini artiran bu
uygulama saftha 3 agsamasindaki tohumlarin oranini kayda deger bigimde artirdi. Aynm
sekilde c¢imlenmis rizoitli tohum oranlarinin kontrole oranla en fazla SG-50
besiyerinde arttigi bulundu. Saftha 5 asamasmna ulasan tohum sadece SG-48
besiyerinden kaydedilse de bu oran oldukca diistiktiir. Toplam ¢imlenme oranlar1 bu
uygulamada da kontrole oranla yiikseldi fakat bu yiikselis % 5 seviyesinde sinirh
kaldi. Ayrica bu uygulamalarin toplam ¢imlenmeye olan etkileri kontrolle
istatistiksel olarak ayni bulundu (Tablo 3.18.). Tim denemelerin sonuglari

karsilagtirmali olarak grafikte gosterilmektedir (Sekil 3.5.).
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Tablo 3.17. Farkli polimerik kitosan (10 kDa) miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro
¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalari Besiyeri
(%) Kontrol SG-43 SG-44 SG-45 SG-46

Safha 0 15,04+2,68%  9,06+0,98° 12,84 + 0,92° 6,84 +0,51° 8,57 + 1,20
Safha 1 26,19+532°  1597+1,38°  1947+1,83°  2382+271® 2895+ 1,96
Safha 2 58,77 +£5,51°  37,64+256° 39,88+1,55  51,10+121° 43,02+ 1,08°
Safha 3 0,00+0,00° 21,70+£2,23*  19,45+1,10° 13,03+ 1,08 13,47 + 1,09
Safha 4 0,00 +£0,00° 15,96+ 1,01*°  835+0,88" 521 +0,82° 6,00 + 0,78°
Safha 5 0,00+ 0,00* 0,00+ 0,00° 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00%

Cimlenme 58,77+551°  7497+3,62°  67,69+0,92°  69,34+327" 62,49+ 3,83

*Bir siitundaki ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur
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Tablo 3.18. Farkli polimerik kitosan (100 kDa) miktarlarinin S. vomeracea tohumlarinin in vitro
¢imlenmesine olan etkileri

Cimlenme safhalari Besiyeri
(%) Kontrol SG-47 SG-48 SG-49 SG-50
Safha 0 15,04 +2,68%  13,17+076°  1501+0,65  16,69+2,00° 15,60+ 2,58
Safha 1 26,19+532% 2236+1,83% 22,79+ 1,84%  21,48+229% 21,06+ 2,65
Safha 2 58,77+5,51° 33,51+1,78°  27,71+233°  27,65+1,87° 25,71 +2,10°
Safha 3 0,00 +0,00°  22,77+244* 21,58+ 1,62°  2333+127° 24,49 +283°
Safha 4 0,00 + 0,00° 8,19 + 0,39% 12,49+ 0,64° 10,85+ 1,60° 13,46 + 1,63
Safha 5 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,42 0,113 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00
Cimlenme 58,77+5,51°  63,95+233%  63,04+£229%  61,83+1,57*  63,33+3,16°

*Bir siitundaki ayni list karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur
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Sekil 3.5. Farkli besiyerlerinden alinan tohum ¢imlenme orani verilerinin karsilastirilmasi (Ayni st karaktere sahip ortalamalar arasinda
05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)

Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p <0,
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3.6. Faz 2 Besiyerlerinde Protokorm Olusumlarina Ait Bulgular

Tohumlarin besiyerlerine ekiminden 90 giin sonra yapilan 6l¢iimlerde protokorm
olusum oranlart Olglilmiis olup bu oranlar denenen besiyerlerinin tohumlari
protokormlara doniistiirme basarilar1 hakkinda bilgi vermektedir. Kontrol grubunda
bu oran % 7,45 + 0,25 oraninda kaydedildi. Siikrozun etkilerinin denendigi SG-1,
SG-2 ve SG-3 besiyerlerinden alinan sonuglar sirasiyla % 9,24 + 0,12, % 7,84 = 0,50
ve % 7,90 £ 0,75 olarak bulundu. SUC ve BAN ile takviye edilmis SG-4, SG-5 ve
SG-6 besiyerlerinde ise bu oranlar kontrole oranla oldukga yiikselerek sirasiyla %
59,57 + 3,73, % 64,33 + 1,58 ve % 78,42 + 3,11 olarak kaydedildi. En yiiksek
protokorm olusum oran1 %5 BAN ilaveli besiyerinde bulundu. SUC ve COW
takviyeli besiyerlerinde ise SG-7, SG-8 ve SG-9 ig¢in protokorm olusum orani
sirastyla % 68,18 + 1,72, % 59,81 = 1,83 ve % 51,14 = 1,03 olarak bulunurken artan

konsantrasyonlarda COW kullanim1 protokorm olusumunu olumsuz etkiledi.

SG-10, SG-11 ve SG-12 besiyerlerinde ACH kullanilmis olup protokorm orani en
yiiksek BAN-SUC uygulamast ile birlikte bu besiyerlerinden kaydedildi. Bu oranlar
denenen besiyerleri i¢in sirasiyla % 69,37 + 2,96, % 80,91 £ 3,08 ve % 74,96 = 4,07
olarak bulundu. BAN-SUC uygulamasi da SG-13, SG-14 ve SG-15 besiyerlerinde
ACH katkisina benzer oranlarda (% 80,34 + 7,11, % 76,10 + 2,84 ve % 62,88 + 2,58)
protokorm olusumunu sagladi. SUC-COW uygulamasi ise kontrole oranla protokorm
olusumunu artirsa da etkisi BAN ve ACH uygulamalarina oranla siirl kaldi. Bu
uygulama ic¢in SG-16, SG-17 ve SG-18 besiyerlerinde protokorm olusum oranlari
sirasiyla % 36,69 + 2,88, % 38,50 + 1,32 ve % 30,12 £ 3,66 olarak bulundu.

Sitokinin denemelerinde kullanilan BAP ve KIN uygulamalart birbirine benzer
protokorm olusum oranlart verdi. Bu asamada KIN uygulamasi BAP’dan daha
basarili bulundu. BAP igeren SG-19, SG-20, SG-21 ve SG-22 besiyerlerinde
protokorm olusum oranlari sirasiyla % 67,80 + 2,16, % 71,83 + 2,61, % 68,96 + 2,05
ve % 64,37 + 2,68 olarak kaydedildi. KIN igeren SG-23, SG-24, SG-25 ve SG-26
besiyerlerinde ise bu oranlar sirasiyla % 73,38 + 2,93, % 67,77 + 2,49, % 70,14 +
4,03 ve % 63,15 + 3,72 olarak bulundu.

Denemelerde kullanilan oksinlerden IAA ve IBA protokorm olusumu iizerine

birbirlerine oldukca benzer etkiler yaptiklar1 bulundu. Kontrole kiyasla tiim oksin
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denemeleri protokorm olusumunu artirdi. IAA katkili SG-27, SG-28, SG-29 ve SG-
30 besiyerlerinde protokorm olusum oranlar sirasiyla sirasiyla % 70,94 + 1,52, %
68,53 = 1,18, % 72,45 + 2,79 ve % 67,90 £ 5,09 olarak bulundu. IBA ile
giiclendirilen SG-31, SG-32, SG-33 ve SG-34 besiyerlerinde ise bu oranlar sirasiyla
% 67,01 £ 3,04, % 72,26 + 4,76, % 72,51 + 2,60 ve % 66,05 = 2,33 olarak
hesaplandi.

Oksilipinlerden biri olan JAS ile desteklenmis SG-35, SG-36, SG-37 ve SG-38
besiyerlerinde protokorm olusum oranlar1 kontrole oranla son derece artmis olup bu
uygulama ACH, BAN-SUC ve CHI uygulamalarindan sonraki en iyi oranlar1 sagladi.
Elde edilen veriler yukarida anilan ilgili besiyerleri i¢in sirasiyla % 77,86 + 1,22, %
79,58 + 2,92, % 76,66 + 6,54 ve % 73,32 + 2,31 olarak bulundu. Artan JAS

konsantrasyonlarinin protokorm olusum oranini diistirdiikleri anlasildi.

Oligomerik CHI kullanimi SG-39, SG-40, SG-41 ve SG-42 besiyerlerinde protokorm
olusum oranlarin1 JAS uygulamasina benzer sekilde artirdi. Bu oranlar sirastyla %
79,02 £ 6,00, % 77,58 + 4,38, % 77,53 + 1,84 ve % 68,58 + 3,98 olarak hesaplandi.
Oligomerik kitosan kullanim1 kontrole oranla protokorm olusumunu artirsa da artan
konsantrasyonlarda olumsuz etki goriilmeye baslandi. Polimerik kitosanlardan 10
kDa agirligindaki CHI, oligomerik CHI uygulamasindan daha diisiik protokorm
olusumuna sebebiyet verdi. Buna ragmen bu oranlar kontrolden 6nemli o&lgiide
yiiksek bulundu. SG-43, SG-44, SG-45 ve SG-46 besiyerlerinden kaydedilen oranlar
strastyla % 71,36 = 5,51, % 60,41 + 2,42, % 63,99 + 6,14 ve % 55,00 + 4,27 olarak
hesaplandi. Artan konsantrasyonda kullaniminda ortaya ¢ikan olumsuz etkiler
oligomerik CHI ile benzerlik gostermektedir. Yiiz kDa agirligindaki polimerik CHI
ise SG-47, SG-48, SG-49 ve SG-50 besiyerlerinde sirasiyla % 48,02 + 2,12, % 61,35
+ 4,99, % 55,25 £ 1,64 ve % 60,63 £ 6,57 protokorm olusum oranlarini verdi.
Kitosan uygulamalarindan protokorm olusumu i¢in en verimli olan oligomerik CHI
olarak belirlendi. Tiim denemelerin sonuglar1 karsilastirmali olarak grafikte
gosterilmektedir (Sekil 3.6.).

66



05-18
oF-0s
-8
LP-D8
98
S8
| A
EN W
ZF- D8
108
OF-08
[SER A
s£-08
Le-D8
908
e b8
-8
ERRN
Ze-D8
(RS R
008
6L-08
SC-08
LT-D8
9208
S8
A
ENAR
2008
1Z-08
0T-18
al-bs
S1-08
L1-08
9108
SI-08
P08
108
Cl-os
=08
o108
6=D8

808

£08

9-D8

-0

F- L

M £ 08

M o8

A [

M HNH

100

T T T T
= = = =
-] k=] =t [}

() TURIO WNSN[O WLIOYOI0I]

Besiyeri

Sekil 3.6. Farkli besiyerlerinden alinan protokorm olusum orani verilerinin karsilastirilmas: (Ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda

»
]

05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)

Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p <0,



3.7. Bitki Bilyiime Verilerine Ait Bulgular
3.7.1. Kontrol besiyerine ait bulgular

Kontrol besiyeri herhangi bir katki maddesi kullanilmayan bazal bir kati KN
besiyeridir. Kiiltiir siiresinin sonunda elde edilen verilere gore ortalama siirgiin
uzunlugu 1,76 + 0,15 cm, kok uzunlugu ise 0,30 + 0,09 cm olarak bulundu. Kok
sayist ortalama 1,53 £ 0,11 olarak bulunurken yumru olusumu gozlenmedi (Sekil
3.7).
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Sekil 3.7. Kontrol besiyerinde biiyiitiilen
S. vomeracea bitkisinin  goriintiisii
(6lgek: 1 cm)

3.7.2. Muz homojenati denemelerine ait bulgular

Muz homojenat1 (BAN) ile desteklenmis PG-1, PG-2 ve PG-3 besiyerleri igerisinde
biiyiitiilen S. vomeracea bitkiciklerinden kiiltiir periyodu sonunda yapilan dl¢timlerin
sonuclarina gore besiyeri i¢erisinde BAN miktari arttik¢a 6l¢iilen tiim parametrelerde

kontrole oranla bir artis gézlendi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. Muz homojenat: katkili besiyerlerinde biiyiitiilen S. vomeracea
bitkilerinin goriintiisii (6lcek: 1 cm)

Siirgiin uzunlugu burada gercek bir siirgiinii degil yapraklarin birbirine gegerek
olusturdugu durumun ulastif1 en tepe noktayla koklerin basladigi yer arasindaki
uzunlugu ifade etmektedir. En yiiksek siirglin ve kok uzunluklart % 3 BAN ilaveli
besiyerinden kaydedildi (Tablo 3.19.). Kok sayisi besiyerindeki BAN miktarindaki
artigla neredeyse dogrusal bir artis sergileyerek en yiiksek degerine PG-2 besiyerinde
ulasti (Sekil 3.8.). Yumru ¢ap1 ve sayisi ise en yiiksek degerine % 5 BAN ilaveli
besiyerinde ulasti. Sadece PG-1 ve kontrol besiyerlerinden 6lgiilen siirgiin
uzunluklari istatistiki olarak ayni olup, diger tiim degerler arasinda besiyerlerinden

kaynaklanan 6nemli derecede istatistiksel fark bulunmaktadir.
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Tablo 3.19. Muz homojenatinin S. vomeracea’de bitki biiylimesi iizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-1 PG-2 PG-3
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15°  2,07+0,17°  4,90+0,20° 4,21+0,16°
Kok uzunlugu (cm) 0,300,090 0,74+0,07° 223+0,19° 1,32+0,08°
Kok sayisi 1,53+0,11%  3,18+0,30° 8,10+0,35° 6,50+ 0,35°
Yumru ¢ap1 (cm) 0,00+ 0,00°  0,10+0,03° 0,32+0,05° 0,53 +0,07°
Yumru sayisi 0,00 +0,00° 0,83+0,11° 2,02+0,13° 2,75+0,26°

*Bir satirdaki ayni {ist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.7.3. Hindistan cevizi suyu denemelerine ait bulgular

Hindistan cevizi suyu (COW) Kkatkili besiyerlerinin S. vomeracea’de siirgiin
gelisimini olumlu yonde etkilerken kok gelisimini engelledigi bulundu. Kok gelisimi
ancak % 10 COW igeren PG-6 besiyerinde sinirli sekilde ortaya ¢ikt1 (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Hindistan cevizi suyu katkili besiyerlerinde biiyiitiilen
S. vomeracea bitkilerinin goriintiisii (6lgek: 1 cm)

Kok uzunlugu en fazla PG-6 besiyerinde bulunsa dahi COW ilaveli her ii¢ besiyeri

arasinda bu parametre i¢in istatistiki fark bulunmamaktadir. K6k sayisinin ise PG-4

70



besiyerine kiyasla PG-6 besiyerinde 3 Kkat arttigi gozlendi. Denenen COW Kkatkilt
hi¢bir besiyerinde yumru meydana gelmedi (Tablo 3.20.).

Tablo 3.20. Hindistan cevizi suyunun S. vomeracea’de bitki biiyiimesi iizerine
etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-4 PG-5 PG-6
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15°  2,15+0,22° 221+0,17° 2,93+0,20°
Kok uzunlugu (cm) 0,30 +£0,09° 0,07+0,01° 0,08+0,02° 0,11+0,04°
Kok sayisi 1,53+0,11°  0,48+0,07° 1,13+0,13° 1,35+0,14°
Yumru ¢api (cm) 0,00+ 0,00° 0,00+ 0,000 0,00+0,00* 0,00+ 0,00
Yumru sayist 0,00+ 0,00° 0,00+ 0,000 0,00+0,00* 0,00+ 0,00

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gére p < 0,05
seviyesinde istatistiki fark yoktur

3.7.4. 6-benzilaminopiirin denemelerine ait bulgular

6-benzilaminopiirin (BAP) ile gii¢lendirilmis besiyerlerinde sitokininlerin siirgiin
olusumu iizerine bilinen biiylime artiric1 etkilerinin aksine yumru gelisiminde olumlu

sonuglar alind1 (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10.
bitkilerinin goriintiisii (6l¢ek: 1 cm)

6-benzilaminopiirin katkili besiyerlerinde biiyiitiilen S. vomeracea

Kontrole oranla en yiliksek BAP konsantrasyonunun (2,0 mg-l'l) kullanildigr PG-10
besiyeri hari¢ diger tiim besiyerlerinde siirgiin uzunlugunda artis kaydedildi. Bu
parametre agisindan PG-7, PG-8 ve PG-9 besiyerlerinden alinan sonuglar arasinda

istatistiki bir fark bulunmamaktadir. Kok uzunlugu 1,0 mg1™ BAP iceren PG-8
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besiyerine kadar arttigi fakat artan konsantrasyonlarda kullanilan BAP kok
uzunlugunu olumsuz etkiledigi bulundu. Buna karsin PG-10 besiyerinde dahi
kontrole oranla yiiksek bir ortalama kok uzunlugu kaydedildi. Ortalama kok sayisi da
kok uzunluklarina benzer bir degisim gosterdi fakat PG-10 besiyerinden kaydedilen
ortalama kok sayis1 degeri kontrole oranla azaldi. En yiiksek ortalama yumru sayisi
ve ¢apt PG-8 besiyerinden elde edilirken tiim BAP uygulamalar1 yumru olugsumunu

kontrole oranla artird1 (Tablo 3.21.).
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Tablo 3.21. 6-benzilaminopiirinin S. vomeracea’de bitki biiyiimesi tizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-7 PG-8 PG-9 PG-10
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 +£0,15°  2,03+0,08  226+0,17%°  221+0,11* 1,26+ 0,08°
Kok uzunlugu (cm) 0,30+0,09°  0,73+0,10° 1,18 +0,06° 1,03+£0,13*  0,44+0,01°
Kok sayisi 1,53+0,11°  228+0,25"°  3,00+0,17*  2,50+0,29°  1,06+0,10°
Yumru ¢ap1 (cm) 0,00 0,000  047+0,08"  062+0,03  042+003°  028+0,03°
Yumru sayisi 0,00 + 0,00° 128+0,10°  222+0,10°  0,78+0,10° 0,44 +0,10°

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.5. Kinetin denemelerine ait bulgular

Kinetin (KIN) katkili besiyerlerinden alman sonuglara gére sadece 1 mg:I™
konsantrasyonda kinetin iceren PG-13 besiyerinin siirgiin gelisimi agisindan en
olumlu sonucu verdigi bulundu. Bu parametre igin diger besiyerlerinden kontrolden
daha diisiik sonuglar kaydedildi (Sekil 3.11.)
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Sekil 3.11. Kinetin katkili besiyerlerinde biiyiitiillen S. vomeracea bitkilerinin
goriintiisii (6l¢ek: 1 cm)

Ortalama kok uzunlugunun ise kontrole oranla diger besiyerlerinde 5-9 kat arasi
arttigr tespit edildi. Kok sayist iizerine ise diigiik konsantrasyonda KIN igeren
besiyerleri (PG-11 ve PG-12) olumlu etki yaparken KIN konsantrasyonu arttik¢a kok
sayisinda azalma goriildii (Tablo 3.22.). Buna ragmen kok sayisindaki bu diisiis
kontrol grubundan elde edilen sonuclardan istatistiki olarak farkli degildir. Buna
benzer olarak yumru olusumu sadece PG-11 ve PG-12 besiyerlerinde gozlendi.
Yumru sayist ve yumru capi agisindan 0,25 mg-I™t KIN igeren PG-11 besiyeri en
yiiksek sonuclari verirken PG-12 besiyerinden elde edilen sonuglar ile arasinda

istatistiki fark bulunmada.
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Tablo 3.22. Kinetinin S. vomeracea’de bitki biiyiimesi lizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-11 PG-12 PG-13 PG-14
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15°  0,88+0,10° 1,04+£0,20° 2214012  0,96+0,14°
Kok uzunlugu (cm) 0,30+£0,09°  221+0,10°  2,88+0,16° 1,53 £0,15° 1,52 +0,14°
Kok sayis 1,53+0,11° 1,99+0,11°  2,21+0,13° 1,49 +0,18° 1,33+0,12°
Yumru ¢ap1 (cm) 0,00 + 0,00° 0,35 + 0,09 0,32+0,05*  0,00+0,00° 0,00 £ 0,00
Yumru sayisi 0,00+£0,00°  086+0,14*  0,73+0,09°  0,00+£0,00° 0,00+ 0,00

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.6. indol-3-asetik asit denemelerine ait bulgular

Indol-3-asetik asit (IAA) iceren besiyerlerinden alman sonuglar, bu besiyerlerinin
kontrole oranla siirglin uzunlugu acisindan diisiik sonuglar verdigini ortaya ¢ikardi
(Sekil 3.12.). Buna ragmen 1,0 mg-l'1 IAA igeren PG-17 besiyerinden alinan
ortalama siirglin uzunlugu sonucu ile kontrol grubu arasinda istatistiki bir fark

bulunmad:.

Sekil 3.12. Indol-3-asetik asit katkili besiyerlerinde biiyiitilen S. vomeracea
bitkilerinin goriintiisii (6lcek: 1 cm)

Ortalama kok uzunlugu tiim uygulamalarda kontrole oranla artmis olup en yliksek
degerine PG-16 besiyerinde ulastigi bulundu. Ortalama kok sayisi da kok
uzunluklarina benzer bir degisim gosterdi ve IAA uygulamalari neticesinde kontrole
oranla 6nemli 6lgiide artti. Bu parametre i¢in en yiiksek deger PG-16 besiyerinden
kaydedildi. Tiim besiyerlerinde yumru olusumu goézlendi fakat kontrol digindaki
besiyerleri arasinda yumru sayisi ve ¢ap1 bakimindan istatistiki olarak 6nemli bir fark

bulunmadi (Tablo 3.23.).
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Tablo 3.23. indol-3-asetik asitin S. vomeracea’de bitki biiyiimesi iizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-15 PG-16 PG-17 PG-18
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15* 0,93 +0,08° 1,45+0,18° 1,74 + 0,09° 1,05 +0,14°
Kok uzunlugu (cm) 0,30+0,09°  0,73+0,10° 1,34+£0,09°  0,75+0,09° 0,47 +0,08°
Kok sayist 1,53+0,11°  236+021°  3,11+0,10°  2,69+0,17° 1,56+ 0,09
Yumru ¢api (cm) 0,00+0,000  028+0,07°  022+005  0,22+005  026+0,07°
Yumru sayis 0,00+0,00°  023+0,044  0,20+0,10°  0,18+0,04*  0,22+0,03

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.7. indol-3-biitirik asit denemelerine ait bulgular

Indol-3-biitirik asit (IBA) uygulamalarindan elde edilen sonuglar ortalama siirgiin
uzunlugunun kontrole oranla azaldigmi ortaya koydu. PG-19 ve PG-20
besiyerlerinden alinan ortalama siirgiin uzunlugu sonuglar istatistiksel olarak ayni

bulundu (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. indol-3-biitirik asit katkili besiyerlerinde biiyiitilen S. vomeracea
bitkilerinin goriintiisii (6l¢ek: 1 cm)

Ortalama kok uzunlugu 1,0 mgI" IBA igeren PG-21 besiyerine kadar artan
konsantrasyonlarda IBA uygulamasi sonrasinda artti. PG-22 besiyerinde ise bulunan
daha yiiksek konsantrasyondaki (2,0 mg:I™") IBA nedeniyle azalmaya basladu.
Ortalama kok sayisi ise kontroliin 2 katina kadar bir artig gosterdi (PG-20) ve tiim
diger IBA destekli besiyerlerinde kontrole oranla daha yiiksek bir degerde kaldi.
Tiim uygulamalarda yumru olusumu goriiliirken bu parametreye ait degerler diisiik
oranlarda kaldi. En yiiksek yumru ¢apt PG-19 besiyerinden hesaplanirken diger
besiyerleri istatistiksel olarak ayni sonuglari verdi. Yumru olusumu ise en yiiksek

PG-21 besiyerinde bulundu (Tablo 3.24.).
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Tablo 3.24. indol-3-biitirik asitin S. vomeracea’de bitki biiyiimesi iizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-19 PG-20 PG-21 PG-22
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15° 1,31 +£0,25° 1,33£0,23°  0,71+£0,10° 0,29+ 0,05
Kok uzunlugu (cm) 0,30+£0,09°  0,89+0,08"°  0,95+0,09° 1,39+0,32°  0,92+0,12°
Kok sayisi 1,53+0,11  2,11+£0,29°  3,08+0,05  2,67+021°  2,08+0,12°
Yumru ¢ap1 (cm) 0,00 + 0,00° 0,38 + 0,07 0,22 + 0,04 0,24 + 0,05" 0,24 + 0,06
Yumru sayisi 0,00+0,00°  0,32+0,08  0,31+£0,07°  0,58+0,08°  0,22°+0,03

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.8. Jasmonik asit denemelerine ait bulgular

Jasmonik asit (JAS) takviyeli besiyerlerinden elde edilen veriler ortalama siirgiin
uzunlugunun S. vomeracea’de kontrole oranla arttigimi gostermektedir. En yiiksek
siirgiin uzunlugu 1,0 mg- ™" takviyeli PG-25 besiyerinden elde edildi. Bununla
birlikte PG-24 ve PG-25 besiyerlerinden elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel
fark bulunmadi (Sekil 3.14.).
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Sekil 3.14. Jasmonik asit katkili besiyerlerinde biiyiitiilen S. vomeracea bitkilerinin
goriintiisii (6lgek: 1 cm)

Ortalama kok uzunlugu ise en yiiksek PG-24 besiyerinden kaydedildi. Bu degerin
kontrol grubundan elde edilen degerin 5,5 katina kadar arttig1 bulundu. Ortalama kok
say1s1 da siirgiin uzunluklarina benzer bir gelisim gosterdi ve en yiiksek degerine PG-
24 besiyerinde ulasti. Buna ragmen PG-24 ve PG-25 besiyerlerinden alinan sonuglar
arasinda istatistiksel fark bulunmadi. Ortalama yumru ¢ap1 ve sayist bakimindan da
en yiiksek degerler diger tiim parametrelerde oldugu gibi PG-24 besiyerinden elde
edildi (Tablo 3.25.). JAS ilaveli besiyerlerinde biiyiitiilen bitkilerde gozlemlenen
belirgin sonuglardan bir tanesi de koklerin yumru olusturmasa dahi daha kalin olarak
gelisim gostermesidir. Bununla birlikte bu denemede diger besiyerlerine oranla

fenolik madde birikimine dayali daha yogun kararma gozlendi.
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Tablo 3.25. Jasmonik asitin S. vomeracea’de bitki biiyiimesi tizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-23 PG-24 PG-25 PG-26
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £ 0,15° 1,78+£0,18°  2,79+0,12°  2,82+0,13° 2,42+0,19°
Kok uzunlugu (cm) 0,30+0,09°  1,43+0,13b°  1,69+0,05 1,61 +0,09% 1,38 +£0,16°
Kok sayis 1,53+0,11° 1,29+0,15° 276+0,23*  2,67+0,11° 1,44 +0,15°
Yumru ¢ap1 (cm) 0,00+0,00°  0,12+£0,03"  0,30+£0,09°  0,15+0,04 0,08 + 0,02
Yumru sayisi 0,00+0,00°  048+0,10°  1,79+0,22°  0,83+0,10° 0,56 +0,11°

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.9. Oligomerik kitosan denemelerine ait bulgular

Polimerizasyon derecesi 2-15 arasi olan oligomerlerin karigimindan olusan ve 1 kDa

molekiiler agirliktaki oligomerik kitosanla (CHI-1) desteklenmis besiyerleri ortalama

slirglin sayisi tizerine sadece bu karisiminin en diisiik konsantrasyonda kullanildigi

besiyerinde (PG-27) olumlu etki yaptigi bulundu (Sekil 3.15.).

-
-
-
“ie
-
" -

e wie -

Sekil 3.15. Kitosan oligomerleri katkili besiyerlerinde biiyiitiillen S. vomeracea
bitkilerinin goriintiisii (6lcek: 1 cm)

Ortalama kok uzunlugu en yiiksek PG-27 ve PG-28 besiyerlerinde kontroliin
sirastyla 5,5 ve 5 kati1 degerde bulunmus olup bu iki sonug¢ arasinda istatistiki fark
bulunmamaktadir. PG-30 besiyeri hari¢ diger tiim besiyerlerinde oligomerik kitosan
karigimi ortalama kok sayilarini 6nemli 6lgtlide artirdi. En yiiksek ortalama kok sayisi
10 mg:I" CHI-1 igeren PG-28 besiyerinden kaydedildi. Buna karsin artan
konsantrasyonlar kok gelisimini engelledi. CHI-1 katkili tiim besiyerleri yumru
olusumunu tegvik ederken, ortalama yumru ¢ap1 tiim uygulamalar arasinda en yiiksek
PG-27 besiyerinde bulundu. Bununla birlikte PG-28 en fazla sayida yumru
olusumunu saglayan besiyeri olarak belirlendi. Tiim parametreler goz Oniine
alindiginda en diisiik konsantrasyondaki CHI-1 uygulamasinin diger uygulamalardan

daha olumlu sonuglar verdigi gozlendi (Tablo 3.26.).
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Tablo 3.26. Oligomerik kitosanin (1 kDa) S. vomeracea’de bitki biiyiimesi tizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-27 PG-28 PG-29 PG-30
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15°  2,54+0,16° 1,65+0,18° 1,25+0,05°  0,86+0,15°
Kok uzunlugu (cm) 0,30 + 0,09° 1,66 + 0,09% 1,53 + 0,08 1,10£0,08°  0,88+0,07°
Kok sayisi 1,53+0,11°  337+021°  423+028  2,30+0,06° 1,12 +0,05°
Yumru ¢ap1 (cm) 0,00 + 0,00° 0,78 + 0,09% 0,52 +0,11° 0,27 +0,07° 0,18 +0,02°
Yumru sayisi 0,00 + 0,00° 127+0,06°  2,13+0,15°  087+0,10° 0,24 +0,04°

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.10. Polimerik kitosan denemelerine ait bulgular

Polimerizasyon derecesi 70 olan ve 10 kDa molekiiler agirliktaki polimerden olusan
kitosan (CHI-10) ile desteklenmis besiyerlerinin siirgiin gelisimini PG-32 ve sonraki
besiyerlerinde tesvik ettigi bulundu (Sekil 3.16.). PG-31 besiyeri ise kontrole oranla
siirgiin uzunlugunu azalttr. Bu besiyeri en diisiik konsantrasyonda CHI-10 (5 mg-1™)
icermektedir. En yiiksek ortalama siirgiin uzunlugu PG-33 besiyerinden
kaydedilirken PG-34 besiyerinden alinan sonuglarla arasinda istatistiki fark

bulunmada.
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Sekil 3.16. Kitosan polimeri katkili besiyerlerinde biyiitilen S. vomeracea
bitkilerinin goriintiisii (6lgek: 1 cm)

Kok uzunlugu besiyerinde artan CHI-10 varligina paralel olarak kontrole kiyasla
artig gosterdi. En yiiksek ortalama kok uzunlugu PG-34 besiyerinden kaydedilirken
PG-31 ve PG-32 besiyerleri ortalama kok sayisini kontrole oranla azaldigi bulundu.
En yiiksek ortalama kok sayist PG-33 besiyerinden kaydedildi. Tim CHI-10
uygulamalart yumru olusumunu kontrole oranla artirirken en yiikksek degerlerin
alindig1 PG-32, PG-33 ve PG-34 besiyerlerinden kaydedilen ortalama yumru ¢aplari
arasinda istatistiki fark bulunmadi. Ortalama yumru sayisi ise kok uzunlugu
parametresine benzer sekilde en yiiksek degerine PG-33 besiyerinde ulasti (Tablo
3.27.). Tum parametreler dikkate alindiginda yiiksek konsantrasyonlardaki CHI-10

uygulamalarinin daha olumlu sonuglar verdigi gozlendi.
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Tablo 3.27. Polimerik kitosanin (10 kDa) S. vomeracea’de bitki biiyiimesi tizerine etkileri

Parametreler Besiyeri
Kontrol PG-31 PG-32 PG-33 PG-34
Siirgiin uzunlugu (cm) 1,76 £0,15° 1,05+ 0,07 2,30 +0,14° 3,41+0,19°  3,26+0,20°
Kok uzunlugu (cm) 0,30+ 0,09° 0,42+ 0,06° 0,98 + 0,08° 0,94+0,12°  1,63+0,15°
Kok sayist 1,53+0,11° 1,21 +0,08° 1,41 £0,12°  3,67+£0,20°  3,03+0,08
Yumru ¢api (cm) 0,00+ 0,00° 0,18+ 0,06 0,32 + 0,06° 0,35+0,04°  0,38+0,06"
Yumru sayisi 0,00+ 0,00 0,20+ 0,05° 0,33 +0,09° 1,07+£0,11°  1,02+0,11

*Bir satirdaki ayni iist karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur



3.7.11. Bitki biiyiime verilerinin toplu karsilastirmasi

Bitkiciklerin kiiltiirlerde uygulanan farkli BBD ve BBA’lar karsisinda morfometrik
olarak nasil cevap verdiklerine odaklanilan bu asamada elde edilen veriler toplu
halde incelendiginde, ortalama siirgiin uzunlugunu en fazla artiran besiyerlerinin
sirastyla SUC yerine % 3 BAN katkili PG-2, SUC yerine % 5 BAN katkili PG-3 ve
15 mg-I* CHI-10 katkili PG-33 besiyerleri oldugu bulundu. PG-33 besiyeri ile PG-
34 besiyeri istatistiksel olarak ayni sonucu verdigi gozlendi (Sekil 3.17.). Bu
parametre Ozelinde muz homojenatt ve polimerik kitosanin siirgiin uzunluguna
olumlu etkisi belirlendi. Ortalama kok uzunluklar1 karsilastirildiginda en uzun
koklerin sirastyla 0,5 mg-1™ KIN destekli PG-12, 0,25 mg-1™ KIN destekli PG-11 ve
0,5 mg-I" JAS destekli PG-24 oldugu bulundu. PG-24 ile 5 mg-1™ CHI-1 katkili PG-
27 besiyerinden alinan sonuglar arasinda istatistiki olarak fark tespit edilmedi (Sekil
3.18.). Dolayisiyla diisiikk konsantrasyonlarda kinetin, jasmonik asit veya oligomerik
kitosan kok uzunlugunu artiran baslica besiyeri bilesenleri olarak bulundu. Kok
sayisl ise siirgiin uzunluguna benzer bir bilyiime cevabi verdi. Ortalama kok sayisini
en fazla artiran besiyerleri PG-2, PG-3 ve 10 mg It CHI-1 iceren PG-28 olarak
bulundu (Sekil 3.19.). Bu veriler S. vomeracea’de muz homojenat: ve uygun diizeyde
oligomerik kitosan kullanilarak kok sayisinin artirilabilecegini gostermektedir.
Yumru olusumu goriilen kdklerde bu yumrularin ¢aplar 6l¢iildii, ortalamalar1 alindi.
En kalin yumrularin sirastyla 5 mg-1" CHI-1 katkili PG-27, 0,5 mg:I™" BAP takviyeli
PG-8 ve 10 mg:I" CHI-1 katkili PG-28 besiyerlerinde olustugu bulundu (Sekil
3.20.). Bu bulgu, yumru gelisimi i¢in en uygun besiyeri ilavesinin oligomerik kitosan
ve benzilaminopiirin oldugunu ortaya koymaktadir. Bitki basina ortalama yumru
sayist hesaplandiginda sayica en fazla yumru olusumunu tesvik eden besiyerlerinin
sirastyla PG-3, PG-8 ve PG-28 olduklari bulundu. PG-2 besiyeri ise PG-28
besiyerinden kaydedilen degere ¢ok yakin bir sonug ortaya ¢ikardi (Sekil 3.21.). Bu
sonu¢ S. vomeracea kiiltiirlerinde yumru sayisinin uygun konsantrasyonda muz
homojenati, benzilaminopiirin ve oligomerik kitosan uygulamasi ile arttigini

gostermektedir.
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gu verilerinin karsilastirilmast (Ayni iist karaktere sahip ortalamalar

Sekil 3.17. Farkli besiyerlerinden alinan siirgiin uzunlu

05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)

arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p <0,
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Sekil 3.18. Farkli besiyerlerinden alinan kok uzunlugu verilerinin karsilastirilmast (Ayni iist karaktere sahip ortalamalar
arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)
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Sekil 3.19. Farkli besiyerlerinden alinan kok sayisi verilerinin karsilastirilmas: (Ayni iist karaktere sahip ortalamalar
arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)
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Sekil 3.20. Farkli besiyerlerinden alinan yumru ¢api verilerinin kargilastirilmast (Ayni iist karaktere sahip ortalamalar
arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)
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Sekil 3.21. Farkli besiyerlerinden alinan yumru sayisi verilerinin karsilagtirilmasi (Ayni iist karaktere sahip ortalamalar

arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark yoktur)



3.8. FTIR Verilerine Ait Bulgular

Serapias vomeracea iizerinde denenen kitosan ve diger cesitli bitki biiylime
diizenleyicilerinin  sebep olduklart in vitro fizyolojik degisimlerin FTIR
spektroskopisi aracilifiyla molekiiler diizeyde incelenmesi sonucunda elde edilen
veriler asagida verilmektedir. FTIR spektroskopisi bitki yapisindaki farkli
biyomolekiillerin fonksiyonel gruplarindan kaynaklanan titresimleri analiz etme
ozelliginden dolay1 bu in vitro fizyolojik degisimler incelenen molekiillerin yapisal
ve fonksiyonel degisimleri kapsamaktadir. Tiim FTIR sekillerden goriildiigii lizere
yaprak ve koke ait spektrumlar bitkiye ait her tiirlii primer ve sekonder metabolitlere
ait fonksiyonel gruplardan kaynakli oldugundan spektrumlar olduk¢a kompleks ve
¢ok sayida bant icermektedir (Sekil 3.22). Fazla sayida bant igeren spektrumlarin

daha rahat bir sekilde sunulmasi i¢in spektrumlar farkli bolgelere ayrilarak gosterildi.
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Sekil 3.22. PG-4 besiyerinde biiyiitiilen Serapias vomeracea’de yaprak dokusuna ait ikincil tiirev FTIR spektrumu




3.8.1. Yaprak spektrumlarina ait bulgular

S. vomeracea bitkilerinin yaprak dokularindan alinan FTIR spektrumunda 2917-2921
cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAN, COW, JAS, CHI-10
igeren besiyerlerinin tamaminda diisiis gosterdi. En yiiksek frekans degeri PG-20
besiyerinde gozlenirken en disiik frekans degeri PG-18 besiyerinden elde edildi
(Tablo 3.28.). Bu frekansa ait absorbans degerlerinin ise CHI-10 uygulamasiyla
kontrole oranla azaldigi bulundu. En yiiksek absorbans degeri PG-33, en diisiik deger
ise PG-15 besiyerinden kaydedildi. Sadece PG-8 besiyerinden alinan bitkiler pozitif

absorbans degeri verdi ve kontrolden istatistiki olarak farkli bulundu (Tablo 3.29.).

2848-2850 cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAN, COW,
IAA, JAS ve CHI-10 igeren besiyerlerinin tamaminda diisiis gosterdi. En yiiksek
degerlere ise CHI-1 uygulamas1 sonucunda ulasildi. En yiiksek frekans degeri PG-20
besiyerinden kaydedilirken en diisiik frekans degeri IAA iceren tiim besiyerleri ve
PG-31 besiyerinden hesapland: (Tablo 3.28.). Bu frekansa ait absorbans degerleri
tim CHI-10 konsantrasyonlarinda kontrole oranla azaldi. En yiiksek ve en diisiik
absorbans degerleri 2917-2921 cm™ bandindan elde edilen verilerle aynidir. Buna
karsin kontrolle uygulamalar arasinda istatistiki fark bulunmadi (Tablo 3.29.). Farkli
besiyerlerinin etkisiyle 2917-2921 ve 2848-2850 cm™ bantlarinda gériilen absorbans

degisimlerini yansitan 6rnek spektrum Sekil 3.23.’de verilmektedir.
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Sekil 3.23. Farkli besiyerlerinde yetistirilmis S. vomeracea bitkilerinin yaprak dokularma ait ikincil tirev FTIR spektrumlari
(2961-2818 cm™ frekans araliginda)



1736-1740 cm™ bandindaki 6lgiilen en diisiik frekans degerli kontrol grubundan elde
edildi. Denenen tiim uygulamalar bu banttaki ortalama frekans degerini artirdi. En
yiiksek degere PG-16 besiyerinde ulasilirken BAP ve IAA uygulamalarinin diger
uygulamalara kiyasla genel olarak frekans degerlerini daha fazla yiikselttikleri
gozlendi. Bunun bir sonucu olarak tiim BAP ve IAA uygulamalar1 kontrolden
istatistiki olarak farkli bulundu (Tablo 3.28.). Uygulamalarin tamami bu frekansa ait
absorbans degerlerini kontrole oranla azaltti. En yiiksek absorbans degeri kontrol
grubunda bulunurken en diisiik deger PG-25 besiyerinden elde edildi. PG-24 harig
JAS uygulamalarinin tamami: ve COW uygulamalarinin PG-4 hari¢ tamami genel
olarak absorbans degerini istatistiki olarak 6nemli Ol¢iide diisiirdii (Tablo 3.29.).
Farkli besiyerlerinin etkisiyle 1736-1740 cm™ bandinda gorillen absorbans

degisimlerini yansitan 6rnek spektrum Sekil 3.24.’de verilmektedir.
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Sekil 3.24. Farkli besiyerlerinde yetistirilmis S. vomeracea bitkilerinin yaprak dokularina ait ikincil tiirev FTIR spektrumlari

(1806-1682 cm™ frekans araliginda)




1653-1657 cm™ bandindaki frekans degerleri tim BAP, KIN, [AA, IBA, JAS ve
CHI-1 uygulamalar1 sonucunda kontrole oranla azaldi. En yiiksek frekans degeri PG-
4 besiyerinde gozlenirken en diisiik frekans degeri PG-15 besiyerinden elde edildi.
Tim uygulamalar arasinda kontrol grubu ile arasinda istatistiki fark bulunan tek
uygulama PG-15 besiyeri olarak bulundu (Tablo 3.28.). Bu frekansa ait absorbans
degerleri BAN, KIN ve CHI-10 uygulamalarinin tiimiinde kontrole oranla artti. En
yiiksek absorbans degeri PG-24, en diisiik deger ise PG-26 besiyerinden kaydedildi.
Buna karsin diizenli olarak diisiik degerler veren uygulamalar BAN ve CHI-10 oldu.
Uc¢ BAN uygulamasiin 2 tanesi kontrolden istatistiki olarak farkli bulundu (Tablo
3.29.). Farkli besiyerlerinin etkisiyle 1653-1657 cm™ bandinda goriilen absorbans

degisimlerini yansitan 6rnek spektrum Sekil 3.25.’de verilmektedir.
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Sekil 3.25. Farkli besiyerlerinde yetistirilmis S. vomeracea bitkilerinin yaprak dokularina ait ikincil tiirev FTIR spektrumlari
(1691-1623 cm™ frekans araliginda)



1510-1515 cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAN, BAP,
KIN, TIAA, JAS igeren besiyerlerinin tamaminda diisiis gosterdi. En yiiksek degerlere
ise COW uygulamasi sonucunda ulasildi. Buna karsin PG-6 besiyerinden elde edilen
verilerde bu bant gozlenmedi. En yiiksek frekans degeri PG-20 besiyerinden
kaydedilirken en diisik frekans degeri PG-3 besiyerinden olgiildi. BAN
uygulamasindan elde edilen tiim degerler istatistiki olarak kontrolden farkli bulundu
(Tablo 3.28.). Bu frekansa ait absorbans degerleri neredeyse tiim uygulamalarda
kontrole oranla azaldi. En yiiksek absorbans degeri PG-4 besiyerinden elde edilirken
en diisiik deger PG-3 besiyerinde bulundu. BAN uygulamalarinin kontrol degerini 6-
10 kat arasinda azalttigi gortildii. Tim BAN uygulamalari ile kontrol grubundan elde
edilen sonuglar arasinda istatistiki fark bulundu (Tablo 3.29.). Farkli besiyerlerinin
etkisiyle 1510-1515 cm™ bandinda goriilen absorbans degisimlerini yansitan érnek
spektrum Sekil 3.26.’de verilmektedir.
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Sekil 3.26. Farkli besiyerlerine yetistirilmis S. vomeracea bitkilerinin yaprak dokularina ait ikincil tiirev FTIR spektrumlari
(1583-1442 cm™ frekans araliginda)



1410-1420 cm™ bandinda frekans degerleri COW, BAP, TAA, JAS ve CHI-10
uygulamalarinin tamaminda kontrole oranla azaldi. En yiiksek degere PG-27
besiyerinde ulasilirken en diisiik deger PG-7 besiyerinden elde edildi. Yiiksek
konsantrasyonda BAN igeren besiyerlerinde frekans artis1 gozlendi (Tablo 3.28.).
Uygulamalarin tamaminin bu frekansa ait absorbans degerlerini kontrole oranla
azalttiklar1 bulundu. En yiiksek absorbans degeri PG-29 besiyerinde bulunurken en
diisiik deger PG-10 besiyerinden elde edildi. IAA uygulamalarinin tamami absorbans
degerleri kontrolden yiiksek bulundu. CHI-1 ve CHI-10 uygulamalar1 ise artan
konsantrasyonlarla birlikte absorbans degerlerinde yiikselise sebep oldu. BAN

uygulamalarinda ise bu durum tam tersi olarak gozlendi (Tablo 3.29.).

1232-1245 cm™ bandindaki frekans degerleri IAA igeren PG-16 besiyeri harig diger
tim besiyerlerinde kontrole oranla azaldi. En yiiksek frekans degeri PG-16
besiyerinde gozlenirken en diisiik frekans degeri PG-27 besiyerinden elde edildi.
COW uygulamalarindan sonra bu bant gozlenmedi (Tablo 3.28.). Artan
konsantrasyonda JAS igeren besiyerleri frekansi kontrole oranla istatistiki olarak
onemli 6l¢iide azaltti. Bu frekansa ait absorbans degerleri BAN, KIN ve CHI-10
uygulamalarinin tiimiinde kontrole oranla artti. En yiiksek absorbans degeri PG-12,
en disik deger ise PG-26 besiyerinden kaydedildi. Buna karsin BAP ve JAS
uygulamalari diizenli olarak kontrolden diisiik degerler verdi (Tablo 3.29.).

1200-1208 cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAP ve IBA
iceren besiyerlerinin tamaminda diigiis gosterdi. En yiiksek degerlere ise artan
konsantrasyonlardaki CHI-10 uygulamalar1 sonucunda ulasildi. En yiiksek frekans
degeri PG-33 besiyerinden kaydedilirken en diisiik frekans degeri PG-29
besiyerinden 6l¢iildii. Tiim uygulamalardan elde edilen degerler ile kontrol degerinin
arasinda istatistiki fark bulunmadi (Tablo 3.28.). Bu frekansa ait absorbans degerleri
IAA, IBA, CHI-1 ve CHI-10 uygulamalarinda kontrolden yiiksek bulundu. En
yiiksek absorbans degeri PG-1 besiyerinden elde edilirken en diisiik deger PG-24
besiyerinde bulundu. Uygulamalar ile kontrol grubundan elde edilen sonuglar
arasinda istatistiki fark bulunmadi (Tablo 3.29.)

873 cm™ bandinda frekans en yiiksek degere PG-3 besiyerinde ulasilirken en diisiik
deger PG-7 besiyerinden elde edildi. Tim CHI-10 uygulamalarinin frekansi kontrole
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oranla disiirdigi gozlendi. KIN ve IAA uygulamalarinda bu bant gdzlenmedi.
Yiiksek konsantrasyonda BAN igeren besiyerlerinde frekans artis1 gézlendi (Tablo
3.28.). BAN ve CHI-1 uygulamalarimin tamammin bu frekansa ait absorbans
degerlerini kontrole oranla azalttifi bulundu. En yliksek absorbans degeri PG-21

besiyerinde bulunurken en diisiik deger PG-3 besiyerinden elde edildi (Tablo 3.29.).

812 cm™ bandindaki en yiiksek frekans degeri PG-29 besiyerinde gozlenirken en
diisiik frekans degeri PG-3 besiyerinden elde edildi. KIN uygulamalarindan sonra bu
bant gozlenmedi. Artan konantrasyonda IAA igeren besiyerleri frekansi kontrole
oranla istatistiki olarak 6nemli 6l¢iide azaldi (Tablo 3.28.). Bu frekansa ait absorbans
degerleri BAN ve IAA uygulamalarinin tiimiinde kontrol grubu degerinden istatistiki
olarak farkli bulundu. IAA ve CHI-1 uygulamalarinin tiimii kontrole kiyasla
absorbans degerlerini artirdi. En yiiksek absorbans degeri PG-5, en diisiik deger ise
PG-3 besiyerinden kaydedildi (Tablo 3.29.).
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Tablo 3.28. S. vomeracea’nin yaprak dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslar tizerine besiyerlerinin etkileri

Ortalama Frekans (cm™)

2920 2850 1739 1657 1515 1413 1235 1200 873 812

Kontrol 2921,15+ 1,24 2851,12+0,20 1736,45 + 1,33 1660,18 + 0,94 1515,21+0,31 1416,13 £ 2,46 1238,16 £2,92 1202,76 + 3,08 873,71 +£1,38 813,57 +£2,08

PG-1 2917,91+0,11 2850,04 + 0,04 1739,06 = 1,77 1659,51+£0,54  1510,05+0,12%*  1413,79 + 0,47 1232,77 £2,00 1199,39 £2,48 871,33 £3,37 811,93 +2,62

PG-2 2917,96 + 0,30 2849,94 + 0,09 1739,98 £ 0,57* 1660,68 + 0,25  1510,02 £ 0,12** 1418,39 £ 0,65 1233,10 £2,92 1201,81 + 1,47 876,00 £2.91 815,21 +£3,32

PG-3 2917,75 0,16 2849,95+0,16 1740,28 £ 0,53 1658,61 £0,55  1509,92 +0,10%*  1418,30+ 0,19 1233,63 £2,75 1199,65 £ 2,08 87794 +£233 807,38 £ 1,27**

PG-4 2918,10 + 1,00 2849,96 + 0,30 1738,24 £ 0,24 1661,25 +0,27 1518,26 £ 0,14* 1412,32 £ 0,08 - 1201,83 £ 0,20 871,69 £ 0,13 -

PG-5 2918,62 + 0,31 2850,29 £ 0,61 1737,62 + 0,50 1659,94 + 0,43 1517,93 £0,76 1415,51 + 0,41 - 1201,78 £0,38 873,14 £ 0,14 810,61 + 0,56

PG-6 2917,80 + 1,38 2849,96 + 2,80 1737,26 £ 1,10 1659,36 + 0,70 - 1414,88 £ 0,88 - 1205,39 £ 1,19 - -

PG-7 2921,20+ 0,97 2850,91 + 0,24 1740,61 + 0,29%* 1658,30 = 1,08 1514,82 £ 0,53 1407,81 + 1,47**  1231,49 +2,26* 1202,84 £ 3,42 869,42 + 0,35 812,40 + 1,37

PG-8 2920,36 + 1,26 2850,91 +0,19 1740,25 +0,31* 1659,89 + 0,15 1513,46 £ 0,12 1414,87 £ 0,17 1235,61 £ 1,34 1200,32 £ 3,52 872,21 £0,62 813,82 £ 0,53

PG-9 2922,34+ 0,21 2851,43 £0,21 1741,16 £ 0,82**  1657,51 +2,08 1514,16 £ 0,49 1414,21 +£ 0,35 1232,97 4,35 1202,40 £ 2,15 871,94 £2,48 808,63 £2,31*

PG-10 2917,87+0,23 2850,06 0,11 1740,05 + 0,24* 1656,60 = 0,72 1512,48 £ 0,65 1414,41 £ 0,85 1235,20 £ 0,44 1199,13 £ 0,49 875,45 £0,27 -

PG-11 2921,73 £ 0,46 2851,12+0,17 1739,20 0,19 1659,04 + 1,65 1514,99 + 0,25 1414,61 + 1,36 1235,01 £ 0,97 1200,28 £ 1,21 - -

PG-12 292291+ 0,84 2851,08 £ 0,11 1740,47 + 1,25%* 1657,82 1,57 1514,41 £ 0,49 1413,23 £3,90 1231,92 £3,00 1205,39 £ 1,37 - -

PG-13 2920,34 + 1,88 2850,88 £ 0,36 1738,89 = 1,66 1659,15 £ 0,83 1514,40 + 0,66 1416,33 +2,44 1234,43 £2,56 1202,95 £2,94 - -

PG-14 2921,12+1,82 2851,09+0,35 1739,95 = 0,94 1659,35+ 0,61 1513,75+ 0,34 1415,75 £ 1,35 1230,44 +£2,20* 1202,27 + 3,41 - -

PG-15 2917,78 £ 0,02 2849,89 + 0,05 1740,03 + 0,03* 1656,16 + 0,05* 1513,96 £ 0,26 1413,67 £ 0,16 1235,16 £ 0,06 1202,00 + 0,13 - 815,82+ 0,02

PG-16 2920,97 + 0,92 2849,89 £ 0,06  1741,35+0,51**  1659,64 + 0,68 1514,40 £0,17 1415,07 £ 0,88 1240,53 £ 1,89 1200,63 + 1,49 - 814,43 +3,30

PG-17 292271 £0,51 2849,89 + 0,07 1740,84 + 1,02* 1657,50+1,12 1514,91 + 0,06 1415,81 + 1,12 1233,33 £2,02 1202,09 + 0,06 - 808,79 £ 0,51*

PG-18 2917,71 £ 0,06 2849,89 + 0,08 1740,40 £ 0,78* 1656,94 = 0,77 1513,21 £0,29 1411,59 £ 1,38 1234,25 £ 0,12 1203,45 £ 0,70 - 807,99 + 0,35**
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Tablo 3.28. (Devam) S. vomeracea’nin yaprak dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslar iizerine besiyerlerinin etkileri

Ortalama Frekans (cm™)

2920 2850 1739 1657 1515 1413 1235 1200 873 812
PG-19 2921,82+0,68  2850,65+0,16  173826+241  1658,92+0,70  151426+0,09 141523+ 144  123600+3,69  1201,09+3,05  87626+542  811,67+0,30
PG-20 292344+030  2851,98+0,03  1740,79+123*  1658,71+1,52  151831+0,78*  1413,53+143  1231,67+1,70  1199,69+522  870,98+0,89 811,88+ 0,91
PG-21 291937+1,09  2850,47+022  1739,83+038 165695+ 1,53 1514324022 141647+ 124  123435+2,09  1200,01+1,05  873,41+0,59 813,76+ 0,88
PG-22 291978+ 1,16  2850,51+033  1737,70+£2,50  1658,08=1,60 151438043  141600+1,72  1236,80+238  1201,38+246  872,96+249 811,83 +0,66
PG-23 2918,01 40,12  2850,16+0,36  1738,54+0,18 165879+ 1,13  151441+033 1414904009  1237,12+3,99  1200,14+320  873,23+2,66 811,92+ 0,20
PG-24 291839+ 042  2850,58+024  173749+025 165793041  151503+0,19  1412,91+0,81  123491+0,88  1199,97+0,79  873,19+0,10 814,19+ 0,60
PG-25 2917,90+0,08  2850,80+1,18  173697+0,50  1658,01+ 1,10  151408+025  141556+248  1231,74+3,18  120243+324  873,97+0,18  811,44+0,30
PG-26 2918,75+0,97  2850,15+040  1737,08+0,18  1656,61+0,79  151445+049 1413244099  1229,67+0,76*  1204,68 + 0,57 - 811,44 £ 0,50
PG-27 2920444239  2850,82+0,74  1737,39+0,67  1659,11+2,58  151493+2,06 141893+ 1,93  1229,13+1,30%* 120490+ 1,17 871,49+ 132 812,77+ 1,41
PG-28 2021,40+3,12  2851,18+0,93 174098 +0,44*  1658,10+0,62  151608+2,26  141583+2,57  123408+122  1198,11+229  871,02+228  812,25+1,05
PG-29 2919,81+1,38  285121+0,10 174027 £0,04*  165949+029  151336+0,19  1412,47+0,29  1232,70+0,40  1198,08+251  871,93+3,70  817,12+0,96
PG-30 202180+ 1,52  285122+037  1737,90+2,60  165848+1,58  151699+2,02  1413,45+2,54  123648+140  1200,62+0,86  875,70+0,89 816,77 +0,75
PG-31 2917,78+0,15  2849.89+0,13  1739,60+£0,06  1657,25+1,56  1512,00+ 1,86*  1414,57+3,79  1236,96+127  1200,37+0,76  869,47+1,83  810,25+0,73
PG-32 2919,04+ 1,31  2850,70+0,59  1738,50+1,36  1661,13+1,68  1516,13+2,17  1413,72+0,68  1233,48+0,14  1200,31+3,06  872,20+0,56 816,42 +0,78
PG-33 2919234020  2850,86=0,10  1741,06 £0,20%*  1659,21+0,20  1514,89+0,10  1410,86+0,50  1233,34+0,30  1206,66+0,60  872,20+0,05 812,53 0,06
PG-34 2919,00+ 021  2850,69+022  173941+1,65  1659,11+0,11 1515,12£0,54  1412,53+1,72  123447+1,13  120574+0,92  872,36+0,39 812,53 0,40

*Kontrol grubu ve uygulamalardan elde edilen veriler arasindaki istatistiki onem derecesi p < 0,05* ve p < 0,001** olarak gosterilmistir



Tablo 3.29. S. vomeracea’nin yaprak dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslara ait absorbanslar {izerine besiyerlerinin etkileri

Ortalama Absorbans (10)

2920 2850 1739 1657 1515 1413 1235 1200 873 812

90T

Kontrol -0,152 + 0,040 -0,215 + 0,005 -0,037 + 0,012 -0,050 £ 0,010 -0,144 + 0,015 -0,095+ 0,018 -0,097 + 0,024 -0,076 £ 0,010 -0,027 + 0,08 -0,121 +£0,019

PG-1 -0,161 = 0,029 -0,259 £ 0,067  -0,197 £0,022**  -0,130 £ 0,004*  -1,247+0,161**  -0,054 + 0,010 -0,146 + 0,021 0,026 £ 0,01 1** -0,048 £ 0,014 -0,042 + 0,007**
PG-2 -0,232 + 0,069 -0,339 + 0,089 -0,124 £ 0,033 -0,124 £0,037*  -0,809 +0,093**  -0,115+ 0,029 -0,154+0,018  -0,027+0,014**  -0,040 + 0,009  -0,049 + 0,012**
PG-3 -0,211 + 0,039 -0,322 £ 0,054 -0,149 £ 0,012%* -0,097 0,022  -1,469 +0,265**  -0,191 +£0,051* -0,230 +0,024**  -0,050 +£0,012  -0,101 +0,023**  -0,182 + 0,023*
PG-4 -0,114+0,010 -0,181£0,015 -0,096 + 0,002 -0,036 + 0,003 -0,069 + 0,010 -0,084 + 0,002 - -0,097 £ 0,000  -0,092 + 0,000** -

PG-5 -0,210 + 0,020 -0,320£0,040  -0,163 +0,020**  -0,088 + 0,007 -0,211 £ 0,030 -0,082 + 0,001 - -0,024 +£0,003**  -0,019+£ 0,003  -0,001 + 0,000**
PG-6 -0,250 = 0,009 -0,348£0,017  -0,214 +0,020**  -0,053 + 0,007 - -0,120 £ 0,007 - -0,056 + 0,004 - -

PG-7 -0,137 +£ 0,038 -0,199 £+ 0,064 -0,090 £ 0,016 -0,047 £ 0,008 -0,227 + 0,063 -0,098 + 0,028 -0,086 £ 0,016 -0,045 + 0,008 -0,003 £ 0,002 -0,058 £ 0,014**

PG-8 0,143 £0,032**  -0,227 + 0,064 -0,118 0,012 -0,083 £0,014 -0,303 £ 0,023 -0,100 = 0,003 -0,067 £0,004 0,020 +£0,002**  -0,039+0,014  -0,034 £ 0,001**

PG-9 -0,163 £ 0,018 -0,229 £ 0,009 -0,078 £0,017 -0,108 £0,019 -0,187 £ 0,032 -0,100 = 0,027 -0,089 £ 0,013 -0,064 = 0,014 -0,049 + 0,008 -0,108 + 0,027
PG-10 -0,136 + 0,035 -0,210 £ 0,039 -0,103 = 0,020 -0,130£0,014* -0,224 + 0,048 -0,196 +0,021* -0,072+0,023  -0,010 +0,002**  -0,031 = 0,006 -

PG-11 -0,175 £ 0,036 -0,259 £ 0,064 -0,088 = 0,021 -0,082 + 0,021 -0,191 + 0,050 -0,099 + 0,022 -0,080 = 0,014 -0,034 £0,015* - -

PG-12 -0,149 + 0,029 -0,190 £ 0,041 -0,110£0,030  -0,153 +0,046**  -0,326 + 0,058 -0,189 + 0,069* -0,012 + 0,060 -0,070 £ 0,012 - -

PG-13 -0,177 +£ 0,042 -0,258 £+ 0,045 -0,076 = 0,018 -0,054 + 0,006 -0,126 £ 0,016 -0,091 + 0,005 -0,059 + 0,009 -0,041 + 0,003 - -

PG-14 -0,230 = 0,064 -0,352+0,086  -0,163 +£0,045*%*  -0,139 +0,024* -0,346 + 0,056 -0,192 + 0,050%* -0,130 0,012 -0,045+0,010 - -

PG-15 -0,251 + 0,000 -0,367 £0,000  -0,249 +0,000**  -0,043 £ 0,000 -0,896 +0,016**  -0,066 + 0,006 -0,154+0,004  -0,012 +0,002** - -0,039 + 0,001 **
PG-16 -0,147 £ 0,025 -0,220 + 0,032 -0,085 = 0,023 -0,070 0,010 -0,414 +0,027* -0,063 = 0,009 -0,113+0,017 -0,050 0,010 - -0,069 + 0,025%*
PG-17 -0,138 £ 0,020 -0,180+ 0,038 -0,106 = 0,028 -0,040 + 0,002 -0,303 + 0,008 -0,081 + 0,003 -0,114+0,019  -0,014 + 0,000%* - -0,052 £ 0,013%*

PG-18 -0,198 + 0,023 -0,304 = 0,034 -0,107 = 0,020 -0,079 £0,005  -0,473 £0,037**  -0,088 + 0,000 -0,091 + 0,000 -0,057 £ 0,012 - -0,016 + 0,007**
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Tablo 3.29. (Devam) S. vomeracea’nin yaprak dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslara

ait absorbanslar iizerine besiyerlerinin

etkileri
Absorbans (10%)
2920 2850 1739 1657 1515 1413 1235 1200 873 812
PG-19 -0,147 £ 0,036 -0,219 + 0,062 -0,107 £ 0,027 -0,092 + 0,030 -0,336 + 0,035 -0,112 £ 0,023 -0,148 £ 0,033 -0,044 £ 0,015 -0,059 £ 0,012 -0,094 £ 0,000
PG-20 -0,148 £ 0,030 -0,180 + 0,052 -0,088 + 0,006 -0,055+0,013 -0,146 £ 0,007 -0,073 £ 0,009 -0,090 £ 0,019 -0,043 + 0,006 -0,076 +0,024* -0,135+0,034
PG-21 -0,200 + 0,039 -0,309 + 0,063 -0,173 £ 0,033%* -0,069 £0,011 -0,521 £0,108** -0,167 £ 0,008 -0,160 £ 0,014 -0,024 £0,010%* 0,105+ 0,031** -0,017 £0,012%**
PG-22 -0,142+0,016 -0,219 £ 0,024 -0,075 £ 0,024 -0,037 +£0,015 -0,210 + 0,043 -0,073 £0,012 -0,095+0,011 -0,046 +£ 0,015 -0,021 + 0,005 -0,016 £ 0,008%*
PG-23 -0,133 £0,019 -0,223 £ 0,033 -0,154 £ 0,058%* -0,086 £ 0,016 -0,472 £ 0,059%%* -0,057 £ 0,004 -0,120 £ 0,023 -0,080 + 0,008 -0,065 + 0,023 -0,158 + 0,000
PG-24 -0,120 £ 0,036 -0,195 + 0,062 -0,101 + 0,000 -0,033+£0,016 -0,150 + 0,038 -0,052+0,018 -0,106 + 0,023 -0,119 £ 0,002%* 0,016 + 0,000 -0,034 £ 0,000%*
PG-25 -0,219 £ 0,069 -0,283 £ 0,091 -0,289 £ 0,085%* -0,059+0,010 -0,309 £ 0,032 -0,129 +£0,036 -0,206 + 0,038%%* -0,054 £ 0,008 -0,052 £ 0,010 -0,113 £ 0,000
PG-26 -0,114 + 0,005 -0,138 £ 0,017 -0,230£0,018**  -0,161 + 0,066** -0,338 + 0,060 -0,182 +£0,044*  -0,259 £ 0,050%** -0,078 £ 0,018 - -0,040 + 0,000%*
PG-27 -0,169 £ 0,033 -0,223 £ 0,044 -0,081 £ 0,025 -0,086 + 0,005 -0,276 £ 0,074 -0,098 + 0,036 -0,093 £ 0,030 -0,063 + 0,027 -0,051 £0,017 -0,082 + 0,023
PG-28 -0,158 £ 0,032 -0,198 + 0,047 -0,090 + 0,025 -0,061 £ 0,007 -0,160 + 0,050 -0,074 £ 0,027 -0,092 £0,017 -0,034+£0,011* -0,047 £0,013 -0,061 + 0,008**
PG-29 -0,127 £ 0,025 -0,155 £ 0,027 -0,072 £ 0,008 -0,060 + 0,003 -0,153 £ 0,031 -0,040 + 0,007 -0,080 £ 0,019 -0,010 £ 0,003 ** -0,042 £ 0,009 -0,093 + 0,008
PG-30 -0,108 £ 0,012 -0,171 £ 0,027 -0,092 + 0,026 -0,040 £0,014 -0,210 £ 0,044 -0,069 + 0,035 -0,136 £ 0,006 -0,072 £0,016 -0,048 £0,015 -0,050 £ 0,021%**
PG-31 -0,148 + 0,008 -0,211 £ 0,033 -0,072 £ 0,003 -0,118 £0,038* -0,282 £ 0,065 -0,138 £ 0,032 -0,068 £ 0,005 0,017 £0,010** -0,045+£0,017 -0,067 £ 0,022*
PG-32 -0,115 £ 0,005 -0,148 £ 0,014 -0,115 + 0,032 -0,057 £0,012 -0,202 £ 0,043 -0,045 + 0,006 -0,100 £ 0,024 -0,056 £ 0,012 -0,081 £0,018* -0,128 £ 0,038
PG-33 -0,103 £0,010 -0,131 £ 0,020 -0,070 £ 0,009 -0,087 £ 0,007 -0,107 £ 0,010 -0,061 £ 0,001 -0,042 £ 0,002 -0,047 + 0,002 -0,018 £ 0,002 -0,033 £ 0,002%*
PG-34 -0,125 £ 0,021 -0,173 £ 0,043 -0,083 +£0,012 -0,073 £0,014 -0,146 + 0,044 -0,056 + 0,006 -0,044 £+ 0,002 -0,047 £ 0,000 -0,020 £+ 0,002 -0,033 + 0,000%*

*Kontrol grubu ve uygulamalardan elde edilen veriler arasindaki istatistiki nem derecesi p < 0,05* ve p < 0,001** olarak gosterilmistir



3.8.2. Kok spektrumlarina ait bulgular

S. vomeracea bitkilerinin kok dokularindan alinan FTIR spektrumunda 2917-2921
cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAN, COW, KIN ve JAS
igeren besiyerlerinin tamaminda diislis gosterdi. Buna karsin sadece BAN ve JAS
uygulamalarindan elde edilen frekans degerleri kontrolden istatistiki olarak farkli
bulundu. En yiiksek frekans degeri PG-29 besiyerinde gozlenirken en diisiik frekans
degeri PG-14 besiyerinden elde edildi (Tablo 3.30.). Bu frekansa ait absorbans
degerlerinin ise artan BAN konsantrasyonlariyla birlikte kontrole oranla kademeli
olarak arttig1 goriildii. En yiiksek absorbans degeri PG-24, en diisiik deger ise PG-5
besiyerinden kaydedildi (Tablo 3.31.).

2848-2850 cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAN, COW,
JAS ve CHI-10 igeren besiyerlerinin tamaminda diisiis gosterdi. En yiiksek frekans
degeri BAP igeren PG-10 besiyerinden kaydedilirken en diisiik frekans degeri KIN
iceren PG-14 besiyerinden hesaplandi (Tablo 3.30.). Bu frekansa ait absorbans
degerlerinin konsantrasyonla dogru orantili olarak COW igeren tiim besiyerlerinde

kontrole oranla arttig1 goriildii. En yiiksek ve en diisiik absorbans degerleri sirasiyla
PG-24 ve PG-23 besiyerlerinden kaydedildi (Tablo 3.31.).

1680-1682 cm™ bandindaki olgiilen frekans degerlerinin tamami birbirine ¢ok
yakindir. Buna karsin BAN, COW, KIN, TAA, IBA ve CHI-1 uygulamalar ista-
tistiksel olarak onemli olmasa dahi frekans degerlerinde kontrole oranla sinirl bir
artiga sebep oldu. En yiiksek degere PG-6 besiyerinde ulasilirken en diisiik deger PG-
34 besiyerinden elde edildi (Tablo 3.30.). Incelenen frekansa ait en yiiksek absorbans
degeri PG-26 besiyerinde bulunurken en diisiik deger PG-12 besiyerinden elde edildi.
JAS uygulamalarinin konsantrasyona bagimli olarak absorbansi kontrole oranla
yiikselttikleri bulundu. Sadece PG-12 besiyerinden elde edilen absorbans degeri
kontrolden istatistiki olarak farklidir (Tablo 3.31.).

1635-1640 cm™ bandindaki frekans degerleri artan konsantrasyona bagli olarak BAP
uygulamalariyla azaldig: fakat IAA uygulamalariyla kontrole oranla arttig1 bulundu.
En yiiksek frekans degeri PG-6 besiyerinde gozlenirken en diisiik frekans degeri PG-
11 besiyerinden elde edildi. Tiim uygulamalar arasinda kontrol grubu ile arasinda

istatistiki fark bulunan tek uygulama PG-11 besiyeri olarak bulundu (Tablo 3.30.).
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PG-23 besiyerinde bu frekans gozlenmedi. Absorbans degerleri CHI-1
uygulamasinda konsantrasyonla ters orantili olarak kontrole kiyasla azaldi. En
yiiksek absorbans degeri PG-14, en diisiik deger ise PG-25 besiyerinden kaydedildi.
PG-23 besiyerinden veri alinamamasina ragmen diger JAS uygulamalar1 diizenli

olarak kontrole kiyasla diisiik degerler verdi (Tablo 3.31.).

1510-1515 cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla BAN, COW,
BAP, IAA, IBA ve JAS iceren besiyerlerinin tamaminda diisiis gosterdi. En yiiksek
degerlere ise CHI-10 uygulamasi sonucunda ulasildi. Buna karsin PG-6 besiyerinden
elde edilen verilerde bu bant gozlenmedi. En yiiksek frekans degeri PG-32
besiyerinden kaydedilirken en diisiik frekans degeri PG-8 besiyerinden o6l¢tildii. BAN
ve IAA uygulamalarindan elde edilen tiim degerler istatistiki olarak kontrolden
farklidir (Tablo 3.30.). Bu frekansa ait absorbans degerleri tim BAN, COW, BAP ve
IAA uygulamalarinda kontrole oranla azaldi. En yiiksek absorbans degeri PG-8
besiyerinden elde edilirken en diigiik deger PG-23 besiyerinde bulundu (Tablo 3.31.).

1380-1385 cm™ bandinda frekans degerleri IAA uygulamalarmm tamaminda
kontrole oranla azaldi. En yiiksek degere PG-18 besiyerinde ulasilirken en diigiik
deger PG-25 besiyerinden elde edildi. Besiyerleri ve kontrol grubundan alinan higbir
frekans degeri arasinda istatistiki fark yoktur (Tablo 3.30.). KIN, IBA ve CHI-10
uygulamalarinin tamami bu frekansa ait absorbans degerlerini kontrole oranla artirdi.
En yiiksek absorbans degeri PG-15 besiyerinde bulunurken en diisiik deger PG-1
besiyerinden elde edildi. COW uygulamalari konsantrasyonla orantili olarak

absorbans degerlerini kontrole kiyasla artirdigi bulundu (Tablo 3.31.).

1075-1080 cm™ bandindaki frekans degerleri tim COW uygulamalar1 neticesinde
kontrole oranla azaldi. En yiiksek frekans degeri PG-14 besiyerinde gozlenirken en
diisiik frekans degeri PG-18 besiyerinden elde edildi. Besiyerleri ve kontrol
grubundan alinan higbir frekans degeri arasinda istatistiki fark bulunmadi (Tablo
3.30.). Artan konantrasyonda JAS igeren besiyerleri frekansi kontrole oranla
istatistiki olarak onemli Ol¢iide azalttig1 goriildii. Bu frekansa ait absorbans degerleri
konsantrasyonla ters orantili olarak BAN ve COW uygulamalar1 sonucunda azaldi.
IAA uygulamalarinda ise absorbans degeri konsantrasyonla dogru orantili olarak

kontrole kiyasla artti. Tiim BAP ve IBA uygulamalar1 neticesinde abrobans degerleri
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kontrole oranla yiikseldi. En yiiksek absorbans degeri PG-14, en diisiik deger ise PG-
31 besiyerinden kaydedildi (Tablo 3.31.).

873 cm™ bandindaki frekans degerleri kontrol grubuna oranla sadece BAN igeren
besiyerlerinin tamaminda artis gosterdi. En yiikksek degerlere ise artan
konsantrasyonlardaki BAN uygulamalar1 sonucunda ulasildi. En yiiksek frekans
degeri PG-3 besiyerinden kaydedilirken en diisiik frekans degeri PG-30 besiyerinden
oOlgiildii. PG-32 besiyerinden alinan sonuglardan bu frekansa ait deger elde edilemedi
(Tablo 3.30.). Bu frekansa ait absorbans degerleri IAA, IBA, CHI-1 ve CHI-10
uygulamalarinda kontrolden yiiksek bulundu. En yiiksek absorbans degeri PG-12
besiyerinden elde edilirken en diigilk deger PG-20 besiyerinde bulundu. KIN
uygulamalarindan elde edilen sonuglardan {i¢ tanesinin pozitif absorbans verdigi
bulundu (Tablo 3.31.).

812 cm™ bandinda frekans en yiiksek degere PG-31 besiyerinde ulasilirken en diisiik
deger PG-10 besiyerinden elde edildi. Sadece COW ve BAP uygulamalarinda
kontrole oranla diisiik frekansa rastlandi. CHI-1 ve CHI-10 uygulamalar
konsantrasyonla ters orantili olarak frekans degerlerinde diisiise sebep oldu. BAN
uygulamalarindan elde edilen sonuglarin timii kontrolden istatistiki olarak farkli
bulundu (Tablo 3.30.). BAN uygulamalarimin tamami bu frekansa ait absorbans
degerlerini kontrole oranla artirdi. En yiiksek absorbans degeri PG-5 besiyerinde
bulunurken en diisiik deger PG-21 besiyerinden elde edildi (Tablo 3.31.).
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Tablo 3.30. S. vomeracea’nin kok dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslar tizerine besiyerlerinin etkileri

Ortalama Frekans (cm™)

2920 2850 1681 1637 1510 1384 1079 873 812
Kontrol 2922,88 + 0,30 2851,65+ 0,19 1681,66 + 0,28 1636,69 = 0,67 1515,05 + 0,06 1383,81 £ 0,55 1078,80 = 0,55 877,72 £ 0,85 808,89 + 1,86
PG-1 2918,05 + 0,16%* 2851,13 £0,52 1681,86 £ 0,27 1637,07 £ 0,50 1510,23 + 0,13** 1384,50 £ 0,34 1078,39 £ 1,78 871,88 +1,94* 815,24 +3,24*
PG-2 2917,92 + 0,20** 2850,61 + 0,20 1682,21 +£0,57 1637,91 £ 0,33 1510,37 + 0,22%* 1383,84 £ 0,55 1078,86 + 0,62 875,13 £2,68 817,88 £ 1,25%*
PG-3 2918,66 + 0,58** 2851,08 £ 0,48 1681,83 £0,19 1636,20 = 0,64 1511,86 = 2,07** 1383,73 £1,31 1079,54 £ 0,54 881,16 £ 1,49 814,38 £2,73*
PG-4 2918,10 + 1,00%** 2849,96 + 0,30** 1682,13 £0,12 1636,29 + 0,09 1513,51£0,10 1384,92 £ 0,92 1076,92 + 0,70 871,69 £ 0,13* -
PG-5 2918,62 +0,31** 2850,29 +0,61* 1682,10 + 1,00 1633,99 = 0,84 1510,03 £ 0,90** 1382,92 + 0,81 1077,46 £ 0,45 873,14 £ 0,14 810,61 + 0,56
PG-6 2920,53 £ 0,70 2850,83 + 0,32 1682,73 = 1,03 1639,42 £2,10 - 1383,72 £ 0,65 1077,59 £ 1,57 873,74 £0,51 814,50 £ 0,25*
PG-7 292249+ 1,23 2851,70 £ 0,31 1681,94 + 0,69 1638,20 = 0,69 1510,16 = 0,10%* 1384,98 £0,38 1077,11 £ 0,57 875,39 £0,30 811,40 £ 0,70
PG-8 2920,99 + 0,55 2851,02 £ 0,30 1682,29 + 0,08 1636,50 £ 0,53 1508,86 + 0,20** 1383,50 £ 0,50 1078,71 £ 1,18 871,38 £ 3,36* 816,91 + 1,88**
PG-9 2920,51 + 1,44 2851,16 £ 0,31 1681,99 £ 0,13 1636,45 = 0,67 1509,42 + 0,40%* 1384,43 £0,02 1078,84 + 0,83 874,30 £ 0,08 815,56 + 0,90*
PG-10 2923,77+1,70 2852,29 +£0,27 1681,35+0,37 1635,53 £2,43 1514,91+0,10 1383,20 £ 0,95 1078,40 £ 1,28 873,98 £3,47 808,17 +2,01
PG-11 2922,66 + 0,62 2851,79 £ 0,26 1682,15+0,20 1633,60 + 1,05* 1514,80+ 0,51 1384,55 + 0,06 1076,79 + 0,68 874,92 £ 1,29 813,20 £ 0,80
PG-12 2922,33 +£0,59 2851,26 £ 0,32 1682,12+0,12 1635,77 £ 0,34 1515,36 £ 0,29 1383,12 + 1,60 1078,15+ 0,41 875,76 £ 1,50 813,91 £ 2,84
PG-13 2918,17 +£ 0,28%** 2851,40 0,55 1681,94 = 0,03 1637,14 + 1,05 1510,26 + 0,25%* 1383,37+£ 0,97 1078,49 £ 0,26 875,84 £1,02 814,56 + 2,54*
PG-14 2917,60 + 0,16** 2849,89 + 1,11** 1681,97 = 0,53 1636,89 + 0,20 1510,03 = 1,00** 1382,16 + 1,06 1080,47 £ 0,50 871,18 £ 0,50* 817,73 £ 1,20%*
PG-15 2919,54 £ 1,76* 2850,55+0,23 1681,83 0,24 1637,13 £ 1,24 1510,35 £ 0,21** 1384,50 + 0,46 1079,41 + 0,46 871,02 +£2,98* 811,18 + 1,41
PG-16 2923,57+0,55 2852,20+ 0,18 1682,01 = 0,37 1637,12 £ 0,14 1510,02 + 1,00** 1384,68 £ 0,27 1077,34 £ 1,29 873,86 £ 1,41 814,01 + 0,49
PG-17 2922,49 +£0,56 2851,44 +£0,27 1681,94 0,12 1637,39 £ 0,34 1510,02 + 0,50%* 1384,18 £ 0,72 1077,23 £2,79 872,22 £2.41 811,15+ 1,91
PG-18 2921,70 £ 1,25 2851,64 + 0,34 1681,84 = 0,02 1638,26 £ 0,50 1510,14 + 0,44%** 1386,04 + 1,45 1076,76 + 3,68 871,20 £2,57* 810,29 + 1,61
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Tablo 3.30. (Devam) S. vomeracea’nin kok dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslar iizerine besiyerlerinin etkileri

Ortalama Frekans (cm™)

2920 2850 1681 1637 1510 1384 1079 873 812
PG-19 2923,57 £ 0,30 2851,91+ 0,03 1681,99 + 0,11 1637,08 £ 1,25 1514,67 0,25 1384,35+ 1,22 1079,15 + 1,95 876,11 £ 0,10 813,20 £ 1,85
PG-20  2918,67 + 0,40%* 2850,73 £ 0,17 1681,85+0,15 1637,34 £ 0,29 1510,11 = 0,36** 1383,11 £ 0,41 1078,85 + 0,57 871,97 £ 0,95* 814,56 + 1,23*
PG-21 2923,46 £ 0,20 2851,33£0,41 1682,30 £ 0,00 1634,70 + 1,21 1514,35+0,32 1385,36 0,50 1078,12 £ 0,57 874,29 £0,20 813,35+ 0,83
PG-22 292271 + 1,00 2851,40 0,35 1682,27 0,17 1637,04 £ 0,57 1509,59 + 0,57** 1383,65 £ 0,50 1077,78 + 0,99 876,77 £ 0,10 809,97 £ 0,48
PG-23  2918,20 +0,10%** 2850,18 +0,15* 1681,64 + 0,20 - 1513,96 £ 0,33 1384,27+ 0,72 1079,68 +£2,37 872,29 £2,42 811,06 £ 0,16
PG-24 2919,37 £ 0,19* 2851,07 £ 0,49 1682,59 + 0,92 1636,81 £ 0,85 1513,66 + 1,50 1383,66 + 0,08 1078,62 + 0,86 875,07 £ 1,35 815,31 £ 1,20*
PG-25  2918,85+ 1,03** 2850,53 £ 0,27 1682,13 £1,20 1638,04 + 0,07 1510,31 + 0,38** 1381,79 £ 1,31 1078,43 £ 0,99 873,41 £2,45 816,58 £ 1,53**
PG-26  2918,37 + 1,43** 2850,84 + 0,35 1682,52 + 0,59 1637,01 £ 1,15 1514,09 + 0,99 1384,22 £ 0,55 1078,34 +£ 0,47 873,46 £3,22 814,85 £ 0,63*
PG-27 2921,85+1,38 2851,33 +£0,56 1681,87 £0,43 1636,33 1,32 1515,43 £0,62 1384,21 £0,95 1078,69 = 0,91 872,91 £2,18 815,91 £2,53**
PG-28 292279 + 0,57 2851,74 £ 0,17 1682,24 +£0,78 1637,73 £ 0,20 151491 £ 0,16 1385,08 £+ 0,06 1077,81 +2,01 871,97 £2,14* 814,15+£2,84
PG-29 2924,06 = 0,34 2852,18 0,17 1681,89 + 0,40 1637,52 + 0,89 1514,85+ 0,28 1384,34 + 0,45 1078,82 + 0,89 873,11 £0,10 812,19 + 1,58
PG-30 2921,26 + 1,02 2851,36 0,27 1682,11 = 0,69 1637,96 £ 0,36 1514,18 1,14 1383,08 £+ 1,00 1078,38 £ 0,92 870,83 £ 1,09* 810,78 £2,92
PG-31 2923,22 £0,20 2851,57 0,40 1681,96 + 1,06 1635,90 + 1,10 1517,58 £ 0,50* 1384,16 £ 0,10 1078,53 + 0,20 872,59 £0,30 818,84 £ 0,30**
PG-32  2918,00 + 1,00%* 2850,70 £ 0,20 1682,21 0,20 1636,58 £ 0,33 1518,88 + 0,60** 1384,33 £0,30 1079,51 0,40 - 815,35 £0,30*
PG-33 2921,34+0,33 2850,99 £ 0,21 1682,12 + 1,10 1635,06 + 1,06 1518,35 £ 0,50** 1384,04 + 0,82 1078,53 £ 1,13 871,18 £ 0,33* 812,89 £ 0,68
PG-34 2920,40 = 1,09 2850,99 + 0,14 1681,28 =1,10 1637,85 1,10 1516,87 = 1,45 1382,60 + 0,02 1078,03 £ 0,33 871,72 £0,41* 812,17 £ 0,17

*Kontrol grubu ve uygulamalardan elde edilen veriler arasindaki istatistiki 6nem derecesi p < 0,05* ve p < 0,001** olarak gosterilmistir
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Tablo 3.31. S.

vomeracea’nin kok dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslara ait absorbanslar tizerine besiyerlerinin etkileri

Absorbans (10-3)

2920 2850 1681 1637 1510 1384 1079 873 812
Kontrol -0,134+ 0,013 -0,161 £ 0,007 -0,148 +£ 0,024 -0,087 £ 0,021 -0,287 + 0,089 -0,075+ 0,013 -0,310 + 0,060 -0,039 + 0,009 -0,094 + 0,021
PG-1 -0,159+0,017 -0,092+ 0,014 -0,171 £ 0,043 -0,101 + 0,024 -0,169 + 0,027 -0,164 +£0,032*%*  -0,142 + 0,033* -0,097 +£ 0,026* -0,078 £ 0,019
PG-2 -0,117+0,012 -0,154 £0,019 -0,124 £ 0,053 -0,110 £0,018 -0,150 + 0,040 -0,075 + 0,031 -0,175 + 0,023 -0,084 + 0,020 -0,090 +£ 0,015
PG-3 -0,074 + 0,003 -0,092 £ 0,034 -0,231 £ 0,022 -0,084 + 0,021 -0,149 + 0,014* -0,079 £0,013 -0,378 £ 0,073 -0,036 0,013 -0,026 + 0,007
PG-4 -0,114+0,010 -0,181£0,015 -0,104 £ 0,010 -0,066 + 0,004 -0,093 £ 0,002**  -0,142 + 0,020* -0,142 +0,030%* -0,092 + 0,000%* -
PG-5 -0,210 = 0,020 -0,320 + 0,040%* -0,246 + 0,040 -0,154 £ 0,030 -0,140 £+ 0,004* -0,035 = 0,000 -0,174 + 0,003 -0,019 + 0,003 -0,001 £ 0,000*
PG-6 -0,183 +£ 0,030 -0,284 £ 0,060* -0,237 +£ 0,020 -0,056 + 0,003 - -0,034 + 0,004 -0,321 +£ 0,020 -0,044 + 0,003 -0,045 + 0,005
PG-7 -0,142 £ 0,069 -0,192 £ 0,071 -0,083 + 0,009 -0,087 £ 0,027 -0,168 + 0,000 -0,062 £ 0,013 -0,212 + 0,055 -0,033 + 0,000 -0,066 + 0,021
PG-8 -0,128 £ 0,012 -0,183 £0,015 -0,142 £0,010 -0,092 + 0,021 -0,042 £ 0,000%* -0,109 + 0,023 -0,259 + 0,055 -0,078 £ 0,015 -0,100 + 0,019
PG-9 -0,179 £ 0,028 -0,262 + 0,040 -0,162 + 0,028 -0,121 +£ 0,022 -0,263 = 0,000 -0,132 + 0,030 -0,223 +£ 0,027 -0,025 + 0,005 -0,082 + 0,020
PG-10 -0,111 +0,024 -0,134 £ 0,033 -0,095 + 0,029 -0,071 = 0,003 -0,278 £ 0,036 -0,056 = 0,016 -0,195+0,019 -0,071 £ 0,019 -0,109 + 0,003
PG-11 -0,183 = 0,053 -0,249 £ 0,052 -0,170 = 0,043 -0,100 = 0,007 -0,180 + 0,007 -0,036 + 0,007 -0,250 + 0,059 0,020 £ 0,003* -0,036 + 0,007
PG-12 -0,186 + 0,027 -0,243 £ 0,045 -0,276 = 0,028* -0,146 £ 0,005 -0,291 £+ 0,068 -0,028 + 0,003 -0,351 + 0,053 0,081 £0,010%* -0,063 = 0,009
PG-13 -0,062 = 0,009 -0,105 = 0,020 -0,174 £ 0,038 -0,137 £ 0,053 -0,207 £ 0,048 -0,064 = 0,004 -0,375 +£ 0,037 0,068 £ 0,024** -0,082 + 0,009
PG-14 -0,101 0,010 -0,145 £ 0,020 -0,102 +£0,010 -0,018 £0,003*  -0,105+0,010** -0,023 + 0,002 -0,108 = 0,010* -0,033 + 0,002 -0,098 + 0,002
PG-15 -0,068 + 0,008 -0,112+0,010 -0,251 +£ 0,056 -0,096 = 0,019 -0,284 + 0,065 -0,020 = 0,013* -0,313 +£ 0,051 -0,053 £ 0,002 -0,094 + 0,041
PG-16 -0,174 + 0,041 -0,216 £+ 0,046 -0,142 £ 0,025 -0,149 + 0,034 -0,192 + 0,000 -0,088 £ 0,016 -0,280 + 0,029 -0,021 + 0,004 -0,122 + 0,000
PG-17 -0,160 = 0,022 -0,198 0,038 -0,120 + 0,027 -0,085 £ 0,024 -0,176 + 0,000 -0,080 £ 0,013 -0,187 £ 0,028 -0,095 +0,017* -0,132+0,010
PG-18 -0,128 + 0,035 -0,179 £ 0,045 -0,078 £ 0,011 -0,057 = 0,000 -0,218 0,023 -0,039 + 0,022 -0,151+0,013 -0,069 + 0,015 -0,160 + 0,041
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Tablo 3.31. (Devam) S. vomeracea’nin kok dokularinin FTIR spektrumlarindaki bazi frekanslara

ait absorbanslar {izerine besiyerlerinin

etkileri
Absorbans (10%)
2920 2850 1681 1637 1510 1384 1079 873 812
PG-19 -0,141 £ 0,019 -0,169 £ 0,031 -0,123 £ 0,057 -0,081 + 0,005 -0,237 £ 0,038 -0,060 £ 0,017 -0,258 £ 0,073 0,037 £ 0,000%* -0,054 +0,012
PG-20 -0,109 £ 0,013 -0,142+0,019 -0,072 £ 0,008 -0,117 £0,018 -0,160 + 0,042 -0,044 £ 0,015 -0,209 + 0,074 -0,113 £ 0,043%%* -0,018 + 0,002
PG-21 -0,153 £0,037 -0,192 + 0,032 -0,180 + 0,026 -0,096 £ 0,015 -0,309 £ 0,073 -0,030 £ 0,014 -0,244 £ 0,066 -0,064 + 0,000 -0,260 £ 0,026%**
PG-22 -0,163 £ 0,034 -0,238 + 0,043 -0,123 +£0,033 -0,129+ 0,013 -0,178 £ 0,006 -0,052 £ 0,013 -0,291 £ 0,021 0,017 +0,000* -0,048 £ 0,013
PG-23 -0,179 £ 0,025 -0,325 £ 0,040%* -0,215+0,028 - -0,661 £ 0,080%* -0,020 £0,012* -0,187+0,019 -0,049 + 0,007 -0,046 + 0,013
PG-24 -0,051 £ 0,009 -0,075+0,010 -0,105 + 0,044 -0,122 + 0,009 -0,208 + 0,042 -0,078 £ 0,014 -0,437 £ 0,041 -0,050 + 0,018 -0,090 +£ 0,016
PG-25 -0,128 £ 0,021 -0,161 £ 0,038 -0,113 £0,037 -0,189 £ 0,016%* -0,188 £ 0,025 -0,061 + 0,024 -0,304 £ 0,032 -0,032 + 0,009 -0,081 +0,021
PG-26 -0,062 + 0,023 -0,078 £ 0,025 -0,069 +0,010 -0,121 £ 0,009 -0,162 £ 0,039 -0,052 + 0,008 -0,239 + 0,058 -0,071 £0,016 -0,101 +£0,024
PG-27 -0,107 £ 0,017 -0,138 £0,012 -0,126 £ 0,029 -0,063 £ 0,018 -0,185 £ 0,031 -0,098 £ 0,016 -0,334+ 0,079 -0,057 £ 0,008 -0,117 +£0,029
PG-28 -0,161 + 0,040 -0,216 £ 0,048 -0,106 £ 0,017 -0,083 +£0,018 -0,316 £ 0,054 -0,044 £ 0,007 -0,213 £ 0,049 -0,059 + 0,004 -0,062 + 0,037
PG-29 -0,158 £ 0,040 -0,169 £ 0,055 -0,132 £0,028 -0,092 £ 0,015 -0,263 + 0,055 -0,096 + 0,025 -0,437 £ 0,071 0,002 + 0,000 -0,060 + 0,015
PG-30 -0,150 + 0,030 -0,206 + 0,017 -0,083 £ 0,008 -0,120 £ 0,033 -0,228 £ 0,054 -0,078 £ 0,021 -0,335 £ 0,064 -0,099 +0,038* -0,153 £0,042
PG-31 -0,115 £ 0,025 -0,139 £ 0,035 -0,201 £ 0,040 -0,093 £0,010 -0,392 + 0,090 -0,061 £0,010 -0,584 £ 0,069** 0,017 +0,000* -0,091 £ 0,000
PG-32 -0,075 + 0,002 -0,093 £0,010 -0,101 £0,025 -0,055 £ 0,000 -0,204 £ 0,030 -0,074 £ 0,010 -0,223 £0,020 - 0,014 + 0,000 *
PG-33 -0,075 £ 0,000 -0,088 + 0,000 -0,153 £ 0,000 -0,079 £ 0,000 -0,273 £ 0,000 -0,064 + 0,000 -0,280 £+ 0,061 -0,038 + 0,000 -0,081 £ 0,000
PG-34 -0,114 £ 0,029 -0,101 £ 0,000 -0,102 £ 0,033 -0,065 £ 0,019 -0,139+0,010* -0,072 £ 0,005 -0,245 £ 0,045 -0,094 + 0,000* -0,031 £ 0,000

*Kontrol grubu ve uygulamalardan elde edilen veriler arasindaki istatistiki onem derecesi p < 0,05* ve p < 0,001** olarak gosterilmistir



3.9. Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) Verilerine Ait Bulgular

HCA analizinde ilk olarak tiim spektrumlar 4000-400 cm™ frekans araliginda farkli
dalga sayilarinda ayrintili olarak test edildi. Testin sonucunda en uygun tiim 6rnek
spektrumlari i¢in en uygun ayirim 1716-1460 cm* bolgesinde elde edildi. Ad1 gegen
bolge degisik hiicre duvari polisakkaritleri, proteinler, hemiseliiloz, pektin, seliiloz,
karboksilik asit ve lignin gibi degisik molekiillerinden kaynakli bantlarin bulundugu
bir bolgedir. Sekil 3.27.’den goriildiigii tizere BAN grubunda yaprak ve koklere ait
spektrumlar iki ayr1 grup olacak sekilde tam olarak ayrildi. Diger gruplarin (COW,
BAP, KIN, 1AA, IBA, JAS, CHI-1, CHI-10 ve kontrol) HCA analizlerine gore ise
(Sekil 3.27. - 3.34.) yaprak ve koklerine ait spektrumlar % 80 heterojenite tizerinden
basarili bir sekilde kabul edilebilir Olgiilerde ayrildi. Sekil 3.35. ise tiim Ornek
spektrumlarinin dahil edildigi HCA dendrogrami gostermektedir. Sekilden goriildiigi
tizere, tim Orneklerin yaprak ve kok spektrumlart belirlenen frekans araliginda
heterojenite gosterdiginden ¢ok basarili bir sekilde ayirim elde edilemedi. Fakat tim
dendrogram icinde ayni gruba ait spektrumlarin birbirlerine yakin catallarda

gruplandig1 g6z onilinde bulundurulmalidar.
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\— BAN3-1L.sp
I I
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Sekil 3.27. BAN besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bélgesinde uygulanmus
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.28. COW besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmis
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.29. BAP besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bélgesinde uygulanmis
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.30. KIN besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmus
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.31. IAA besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmis
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.32. IBA besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmus
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.33. JAS besiyeri grubunun 1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmus
hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.34. CHI gruplarinin  1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmis

hiyerarsik kiimeleme analizi
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Sekil 3.35. Tiim besiyeri gruplarinin 1716-1460 cm™ bolgesinde uygulanmis hiyerarsik kiimeleme analizi



4. TARTISMA

Bu tez c¢alismasindan elde edilen bulgular, doku kiiltiirii calismalar1 ve FTIR

caligmalar olarak iki ana baslik altinda yorumlamaistir.
4.1. Doku Kiiltiirii Calismalar
4.1.1. Yiizeysel sterilizasyon

Bitki doku kiiltiirii calismalarinda kiiltiirlerin kurulabilmesi i¢in gerekli en 6nemli
asama baglangic materyalinin  ylizeysel sterilizasyonudur. Bu asamada
gerceklestirilecek bir hata kiiltiirlerin siirekli kontamine olmasini da beraberinde
getirecek ve deneylerin basarisini etkileyecektir. Bu nedenle baslangic materyaline
0zgl etkin bir yiizeysel sterilizasyon protokoliiniin gelistirilmesi gerekir. Bu asamada
kullanilan ¢esitli sterilantlar bulunmaktadir. Bunlarin en yaygin olarak kullanilanlar
NaOCl, EtOH ve H,0O,’dir. Bu kimyasallar ile baslangic materyalinin temas
stiresinin materyalin canliligimi etkilemeyecek kadar kisa fakat yiizeyindeki tiim
mikrobiyal canlilar1 6ldiirecek kadar da uzun olmasi gerekmektedir. Bu nedenle
mevcut tez c¢alismasinda Serapias vomeracea tohumlarinin canlihigina zarar
vermeyecek sekilde bir yontem gelistirilmistir. Doku kiiltiirli caligmalarinda
baslangic materyali olarak tohum kullanilmasi durumunda deneylerin basarisini
etkileyecek en onemli parametre tohumlarin ¢imlenme basarisidir. Bu da biiyiik
6l¢iide kullanilan tohumlarin besiyerinde su alip sismelerine ve besiyerindeki makro
ve mikro elementleri almalarina baghdir. Bu nedenle tohum kabugundaki su alimini
engelleyebilecek mumsu maddelerin ortadan kaldirilmas1 ve bu sayede tohumlara
hidrofilik bir yap1 kazandirilmas: gereklidir. Etil alkoliin tohum kabugundaki pektin
ve diger mumsu maddeleri elimine ederek tohuma hidrofilik bir yap1 kazandirdig1 bu
sayede NaOCl uygulamasinda bu maddenin tohum kabuguna etkin temasinin
saglandig1 ve yiizeysel Sterilizasyonun etkinliginin arttigi ve EtOH ile yapilacak bir
on uygulamanin bu yilizden ¢imlenme yiizdelerini ©6nemli oOlclide artirdig
bildirilmistir (Ponert ve dig., 2011). Bu nedenle S. vomeracea tohumlari

sterilizasyonu i¢in EtOH onemli bir On sterilant olarak diisiiniilmektedir.
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Tohum kabugu iizerindeki hidrofilik yapilar tiirden tiire degisse de mevcut
sonuglardaki EtOH etkinligi bu tlirin tohum kabugundaki hidrofilik ozellikte
maddelerin sadece NaOCIl sterilizasyonuyla elimine edilemeyecek kadar yogun
oldugunu gostermistir. Bu c¢ozeltilerde uzun siireler birakilan tohumlarin ise
canliliklarin1  kaybedecekleri bilindiginden yiizeysel sterilizasyonda kullanilan
stirelerin 6nemi biyiiktiir. Yiizeysel sterilizasyon islemlerindeki diger bir sorun ise
tohumlarin  hangi yontem kullanilarak dezenfekte edilecegidir. Genellikle
calismalarda kese icerisinde almmis tohumlar kullanilsa da (Ozkog ve Dalc1, 1994;
Glimiis ve Ellialtioglu, 2012) ekim sirasinda kese iginde artakalan ve ekilemeyen
tohumlarin ¢oklugu elinde az miktarda tohum bulunan arastiricilart sinirlamaktadir.
Bu nedenle tohum kaybinin 6niine gegilmesi agisindan tohumlarin siringa igerisine
konularak yiizeysel sterilizasyonu tavsiye edilmistir (Ponert ve dig., 2011). Bu tez
caligmasinda kullanilan ve diger bir yontem olan santrifiij tiipleri kullanilarak
tohumlarin dezenfekte edilmesi tekniginde ise tohumlar yiizeysel sterilizasyon
uygulamalari sirasinda santrifiij tiipleri i¢inde tutuklu kaldigindan herhangi bir tohum

kaybi s6z konusu olmamustir.
4.1.2. Tohum canhhg

Tohum canliligimin belirlenmesinde kullanilan TTC testi orkide tohumlar1 gibi
canliligin1 zamanla yitirebilen ve endospermi olmayan tohumlarin doku kiiltiirtinde
kullanilmadan ne kadarinin canli ve dolayisiyla ¢imlenme kabiliyetinde oldugunun
belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda TTC etkinligi tohumlarin 24
saat suda bekletilmesiyle artmistir. Bunun nedeni ise su alan tohumlarda metabolik
faaliyetlerin baslanmasi ve/veya hizlanmasidir. Ayrica bu basarinin artmasini suyun
tohum kabugu iizerindeki gevsetici etkisine baglamak miimkiindiir. Ayrica TTC
testinden Once yapilan yiizeysel sterilizasyon islemleri de kabuktaki siiberin benzeri
maddeleri uzaklastirdig1 i¢in kabugun TTC c¢ozeltisine karsi gegirgenligi artmistir.
Dolayisiyla TTC testi uygulanmadan 6nce S. vomaeracea tohumlari dezenfekte
edilmeli ve 24 saat suda bekletilmelidir. Sonu¢ olarak TTC testinden elde edilen
veriler metodolojinin optimize edilmesini saglamistir. Bundan sonra steril edilmeden
ve dH,0 uygulanmadan 6nce yapilacak bir TTC testinin oldugundan daha diisiik bir

canlilik yiizdesi verecegi belgelenmistir. Orchis coriophora iizerine yapilan bir
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calismada Bektas ve dig. (2013) TTC testinden 6nce tohumlar: 12 saat NaOCl katkili
% 5 siikroz ¢ozeltisi iginde bekletmislerdir. Test sonucunda ise tohum canliligi % 54
+ 2,1 olarak bulunmustur. Ayni yontemin kullanildigi S. vomeracea iizerindeki
benzer bir ¢alismada ise tohum canlilig1 sonucu belirtilmemistir (Bektas ve Sokmen,
2016). Bu tez calismasinda ise siikroz uygulamasi yapilmamis ve S. vomeracea
tohum canliigit % 54,67 £ 4,16 oraninda bulunmustur. Bitki tohumlar1 in vitro
kiltiire alindiklarinda ¢imlenip ototrofik hale gelinceye kadar bir karbon ve enerji
kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Bu durum endospermi olmayan orkide tohumlarinda
daha da belirgin olarak goriilmektedir. Bu nedenle TTC testi Oncesi siikroz

uygulamasinin tohum canliliini artirabilecegi ongoriilebilir.
4.1.3. Besiyerinin fiziksel durumu

Epifitik ve karasal orkidelerin tohumlarinin simbiyotik kiiltiire alindiklarinda agarla
katilastirilmis asimbiyotik kiiltiirdekinden daha hizli ¢imlendikleri ve daha fazla su
icerdikleri bildirilmistir. Ciinkii mikorizal mantarlar tohumlarin su alimim
kolaylastirmak suretiyle ¢cimlenmeyi artirirlar. Dolayisiyla asimbiyotik kiiltiirlerdeki
¢imlenme siiresinin uzunlugu su aliminin yavas olmastyla ilintilidir (Yoder ve dig.,
2000). Epifitik Doritaenopsis orkidesi kiiltiirlerinde sivi  besiyerinde kati
besiyerinden daha hizli ¢imlenme oldugu fakat inkiibasyon siiresinin sonunda
¢imlenme oraninin ayni kaldigi bildirilmistir (Tsai ve Chu, 2008). Bu tezdeki sivi
besiyerleri ise toplu halde ele alindiginda kat1 besiyerlerinden daha iyi sonuglar
vermiglerdir. Buna ragmen en yiiksek ¢imlenme orani bir kati besiyerinden
kaydedilmistir. Ayrica genel bir gézlem olarak uzatilan inkiibasyon siireleri sonunda
safha 4’e gecen protokormlarin rizoitlerinin siv1 besiyerlerinde ¢ok daha kisa olarak
gelistikleri, kat1 besiyerlerinde ise rizoitlerin normal sekilde uzadiklar1 gortilmiistiir.
Bunun nedeni siv1 kiiltiirlin protokorm iizerinde uyguladig1 basing kuvveti ve/veya
protokormun besin elementlerine kolay ulasabilmesinin bir sonucu da olabilir. Clinkii
rizoitler ilkel kok onciilleri olduklari gibi besin elementlerini sonraki biiyiime
sathalart i¢in karbonhidrat deposu roliinde olan protokorma tasiyan birer kopriidiirler
(Edwin, 1993). Tohumlar s1vi kiiltiirler igerisinde yiizer durumda bulunduklarindan
dolayr sayim asamasinda kati besiyerlere kiyasla dezavantajli durumdadirlar.
Bununla birlikte kiiltiirlerin zaman zaman calkalanarak igerisinde barindirdiklari

elementlerin siv1 igerisinde ¢okelmelerinin Oniine gecilmesi gerekmektedir. Tiim bu
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nedenlerden dolay1r S. vomeracea kiiltiirlerinde kati besiyerinin kullanimi tavsiye

edilmektedir.
4.1.4. Besiyerlerinin ¢imlendirme basarisi

KN besiyeri denemelerde kullanilan diger besiyerlerine kiyasla mikroelementler,
vitaminler ve aminoasit bakimindan VW besiyeri ile birlikte en fakir olan besiyeridir.
Buna karsin her iki besiyeri de sivi Kkiiltiirler arasinda en yiiksek sonuglari
vermislerdir. Besiyeri bilesiminde en biiyiik payr makroelementler almaktadir. Bu
nedenle ¢imlenme basarisindaki  bu fark  besiyerlerinin  makroelement
kompozisyonlar1 arasindaki farklara atfedilebilir. KN ve VW besiyerlerinde diger
besiyerlerinin yaklasik 1,5-2 kati oraninda KH,PO, bulunmaktadir. Buna ilaveten
yine bir fosfat kaynagi olarak VW besiyerinde Ca3(PO,)2, KN besiyerinde ise yiiksek
miktarda NH4H,PO,4 bulunmaktadir. Dolayisiyla bu iki besiyerinin siv1 kiiltiirlerdeki
¢imlendirme basaris1 tohumlar iizerindeki fosfatin artan alinabilirligi olabilir. Kati
kiiltiirlerde ise ¢imlendirme basarisi en yiiksek olan KN ve MS besiyerleri ise diger
besiyerlerinden sirasiyla Ca(NOs), ve NH4NOjz basta olmak fiizere toplam azot
oranlariin  fazlah@iyla ayrilmaktadirlar. Dolayisiyla kati  besiyerlerindeki
¢imlendirme basaris1 fosfattan ¢ok daha yiiksek oranda bulunan nitrat varligiyla
baglantili olabilir. Bu calismada elde edilen bulgulara benzer olarak Giimiis ve
Ellialtioglu (2012) S. vomeracea tohumlarinin 90 giinlik karanlikta inkiibasyonu
sonucunda en yiiksek oranda (% 76,85), inorganik azot olmayan KN besiyerinde
¢cimlendiklerini bildirmislerdir. Bektas ve S6kmen (2016) ise 60 giinliik inkiibasyon
sonunda elde ettikleri bulgularda KN besiyerinde S. vomeracea tohumlarinin
¢imlenme oraninin 27,95 + 2,4 oldugunu belirtmislerdir. Mevcut tez ¢alismasinda ise
bazal KN besiyerinde % 58,77 + 5,51 ¢imlenme oranina 45 giinde ulasilmustir.
Cimlendirme basarilarindaki bu farkin nedenleri tohumlarin ekim ve yiizeysel
sterilizasyon yontemlerindeki ve canlilik oranlarindaki farkliliklar olabilir. Bu tez
calismasinda kullanilan ekim yonteminde tohumlar santrifiij edildikten sonra iist
fazda biriken veya dibe ¢okmeyip sivi i¢inde ylizmekte olan, embriyosuz tohumlar
yani sadece tohum kabuklar1 pipetle toplanarak uzaklastirilmislardir. Dolayisiyla
besiyerlerine biiylik oranda ¢imlenme yetenegine sahip tohumlar aktarilmistir. Diger
ekim yontemlerinde ise embriyosu olmayan/tamamen kurumus ve sadece tohum

kabugundan olusan yapilar da besiyerlerine aktarildigi i¢in hesaplamalarda

123



farkliliklarin meydana geldigi disiiniilmektedir. Bunlarin yaninda KN besiyeri
Calopogon tuberosus var. tuberosus (Kauth ve dig., 2006), Dendrobium aphyllum,
Rhyncostlis retusa, Cymbidium longifolium (Das ve dig., 2008) ve C. aloifolium

(Philip ve dig., 2017) kiiltiirlerinde de yiiksek ¢imlendirme basaris1 gostermistir.
4.1.5. Besiyerine muz homojenati ilavesi

Besiyerlerinde siikroz igeriginden bagimsiz olarak muz homojenat: ilave edilmesi
c¢imlenme oranmi kontrole kiyasla azaltmis fakat en yiiksek protokorm olusum
oranlarindan bir tanesini vermistir. Bununla birlikte bitki biiylime parametrelerinin
tamamina olumlu etki yaptig1 goriilmiistiir. Tohumlarin ¢imlenme asamasindaki bu
olumsuz etkisi tohumlar ¢imlendikten sonra tamamen kaybolmus ve diger denenen
besiyeri bilesenlerine kiyasla biliylime parametrelerinden daha istiin verilerin
alinmasini saglamistir. Organik katki maddelerinden biri olan muz homojenat: dogal
vitaminler, fenoller, lifler, hormonlar ve proteinler bakimindan zengin oldugu i¢in
bitki doku kiiltiirlerinde kullanilmaktadir (Gnasekaran ve dig., 2010). Heniiz
tanimlanmamis c¢ok ¢esitli organik besin maddeleri ve biiylime faktorlerinden olusan
bu karmasik yapist muz homojenatinin etkinliginin sebeplerinden biridir. Bununla
birlikte, muz homojenatinin bitkinin ¢imlenme, protokorm olusturma ve gelisim
evrelerinde farkli etkiler sergilemesinin nedeni bitkinin bu evrelerde besin isteginin
degismesinden dolayr oldugu diisiiniilmektedir. Daud ve dig. (2011) Celosia sp.
kiiltirlerinde muz homojenati uygulamasiyla siirgiin uzunlugunun artigint rapor
etmislerdir. Muz homojenati uygulamas: Renanthera imschootiana kiiltiirlerinde ise
protokorm benzeri yapilardan bitkicik olusum oranini artiran bir etkisinin oldugu
bildirilmistir (Wu ve dig., 2014). Buna benzer olumlu bir etki de Pogostemon
cablin’de toplam protein, karbonhidrat ve klorofil miktarlarinda da goézlenmistir
(Swamy ve dig., 2014). S. vomeracea kiiltiirlerinde ise muz homojenatina ait daha

once bildirilmis bir veri bulunmamaktadir.
4.1.6. Besiyerindeki siikroz seviyesi

Besiyerinde artan siikroz konsantrasyou (% 5) ¢imlenme basarisi {izerine olumsuz
etki yapmistir. Buna karsin tohumlar ¢imlendikten sonra protokorm olusum oranlari
besiyerindeki siikroz miktar1 ile dogru orantili olarak artmistir. Cimlendirme basarisi

% 2 ve % 3 siikroz uygulamalarinda birbirine ¢ok yakin bulunmustur. Bu nedenle
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maliyet etkin bir besiyerinde S. vomeracea tohumlarinin ¢imlendirilmesi igin % 2
stikroz oran1 uygundur. Cimlendirmede olumsuz etkileri gorillen % 5 siikroz
uygulamasmin smirli sayida c¢imlenen tohumu yiiksek oranda protokorma
doniistiirme basaris1 ise bitkinin ¢imlenme ve protokorm olusturma sathalarinda
degisen karbonhidrat ihtiyacindan kaynaklanmaktadir. Sekerler metabolik yollara
girer ve parcalanarak tohum ¢imlenmesi, hiicre biiyiimesi, tomurcuk olusumu, siirgiin
ve hatta bitki biiylimesi i¢in gerekli enerjiyi iiretir (Rahman ve dig., 2010).
Cimlenmenin gerg¢eklesmesi i¢in once tohumlarin su alip sismesi ve ardindan tohum
kabugunun i¢ini tamamen doldurmasi gerekmektedir. Dolaysiyla bu asamada
tohumun ihtiyaci olan enerji protokorm olusturup ototrofik hale gelmek i¢in atilan ilk
adimdaki enerji ihtiyacindan daha diisiiktiir. Cimlenmedeki diisiik fakat protokorm
olusumundaki yiiksek siikroz ihtiyacinin nedeni buna dayanmaktadir. 0-40 g-I™*
konsantrasyon araliginda siikroz seviyelerinin denendigi Phalaenopsis kiiltiirlerinde
in vitro gelisim icin en uygun konsantrasyonun 20 g:I"* oldugu gosterilmistir (Zahara
ve dig., 2017). S. vomeracea Kkiiltiirlerinde ise farkli siikroz konsantrasyonlarinin

etkilerine ait daha 6nce bildirilmis bir veri bulunmamaktadir.
4.1.7. Besiyerine hindistan cevizi suyu ilavesi

Besiyerine siikrozla birlikte artan konsantrasyonlarda hindistan cevizi suyu
eklenmesi tohumlarin ¢imlenme oranini olumsuz etkilemistir. Cimlenmenin yiiksek
konsantrasyondaki (% 10) hindistan cevizi suyu besiyerindeki siikrozla birlikte
kullanildiginda  olumsuz etkilenmesinin  besiyerinin osmotik potansiyelinin
diismesine bagli olarak tohumlarin su aliminin sinirlanmasi nedeniyle oldugu
distintilmektedir (Borowitzka, 1985). Buna karsin ortamdan siikroz ¢ikarildiginda en
yiiksek konsantrasyondaki hindistan cevizi suyu katkist kontrole oranla ¢imlenme
oranini artirmistir. Hindistan cevizi suyu, sitokinin olarak iglev goren difenil iire
dahil bir¢ok besinsel ve/veya hormonal madde igerir ve bu biiylime diizenleyicisi,
bliyiimeyi ve hiicre boliinmesini tesvik eder (Teixeira da Silva ve dig., 2006).
Dendrobium lasianthera kiiltiirlerinde VW besiyerine % 15 oraninda hindistan cevizi
suyu eklenmis ve siirgiin, kok ve yaprak gelisimini artirdigt bildirilmistir (Utami ve
dig., 2017). Hindistan cevizi suyunun siirgiin gelisimi ve bitki rejenerasyonunu
artirdigr Phalaenopsis orkidesi ile birlikte diger bitkiler i¢in de rapor edilmistir

(Agampodi ve Jayawardena, 2009; Zahara ve dig., 2017). S. vomeracea kiiltiirlerinde
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ise hindistan cevizi suyu kullanimimin etkilerine ait daha once bildirilmis bir veri

bulunmamaktadir.
4.1.8. Besiyerine aktif komiir ilavesi

Besiyerine aktif komiir ilavesiyle hem ¢imlenme hem de protokorm olusum
verilerinde en yiiksek degerlere ulasilmigtir. Aktif komiir gibi alternatif ve ucuz katki
maddeleri biiyiime ve gelismeyi iyilestirmek i¢in doku kiiltiirii ortaminda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Aktif komiiriin ¢imlenme iizerindeki olumlu etkileri yararh
etkileri sadece kiiltiir ortaminin karartilmasindan kaynaklanabilir. Cilinkii ¢imlenme
asamasinda heniiz bitki meydana gelmedigi i¢in tohumdan direkt fenolik madde
salinmimi olamayacag diistiniilmektedir (Prizdo ve dig., 2012). Aktif komiir sadece
bitkiden salinan zehirli kimyasallar1 degil besiyerindeki diger bitki biiylime
diizenleyicilerini de absorbe eder. Besiyerinde aktif komiir kullaniminin Cattleya
bicolor orkidesinde koklenme igin uygun olan endojen oksin/sitokinin dengesini
sagladig1 ve bu yolla kok gelisimini artirdigt bildirilmistir (Prizdo ve dig., 2012).
Buna karsin Catasetum fimbriatum orkidesinde endojen oksin seviyelerini azalttigi
ve bu yolla yaprak gelisimini artirdigi rapor edilmistir (Moraes, 2005). Aktif
komiiriin S. vomeracea’de protokorm olusumuna olumlu yapmasinin nedeni bitki
bliylime diizenleyicileri ve/veya biiylime faktorlerinin arasindaki etkilesimin ve
dengenin saglanmasi olabilir. Bektas ve Sokmen (2016) S. vomeracea iizerine
yaptiklar1 bir calismada aktif komiir ve 2 mg-1" BAP katkili Orchidmax besiyerine
ektikleri tohumlarda 60 giinliik kiiltiir periyodu sonunda % 84,03 oraninda ¢imlenme
oranina ulastiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada kompleks ve zengin bir besiyeri
olmayan KC igerisine sadece 0,5 mg-l'l aktif komir eklenerek 45 giinliik kiiltiir
periyodu sonunda % 77,31 ¢imlenme oranina ulasilmistir. Kiiltir periyodu
uzatildik¢a hesaplanan ¢imlenme oraninin da artacagi ongoriilmektedir. Giimiis ve
Ellialtioglu (2012) S. vomeracea tohumlarmi KC besiyerinde 90 giin karanlikta
inkiibe ettikten sonra % 71,98 - 83,44 araliginda ¢imlenme oranlarina ulagmislardir.
Cimlendirme verileri bu ¢aligmalarin sonuglart ile kiyaslandiginda kisa zamanda

yiiksek ¢imlendirme oranlarina ulasildig1 goriilmektedir.
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4.1.9. Besiyerine sitokinin ilavesi

Besiyerinde BAP ve KIN kullanimi sirasiyla 0,5 ve 1 mg:I™" konsantrasyonlarda
kontrol grubundan sonra en yliksek degerlerine ulagsmistir. Bu konsantrasyonlarda
yine sirastyla % 60,13 ve % 61,28 ¢imlenme oranlarina ulasilmistir. Her iki sitokinin
de adenin tiirevi olup sagladiklar1 ¢imlenme basarilar1 oldukga benzerdir. Bunun
yaninda BAP, KIN’den daha diisiilk konsantrasyonda etkinlik sergilemistir. Bunun
nedeni BAP’1n bitki dokularinda kolay metabolize edilmesi olabilir (Malik ve dig.,
2005). Besiyerine BAP eklenmesi orkidelerde tohum ¢imlenmesi protokorm
olusumuna olumlu etki yaptig1 bilinmektedir (David ve dig., 2010; Nongdam ve
Tikendra, 2014). Smurli da olsa BAP’in ¢imlenme {izerine yaptigt olumlu etki
Calanthe tricarinata’dan da bildirilmistir (Godo ve dig., 2010). Diger bir raporda ise
S. vomeracea’de en yiiksek ¢cimlenme oranlarina (% 83,81 ve % 84,03) sirasiyla 1 ve
2 mg'l'1 BAP eklenmis aktif komiir katkilt Orchidmax besiyerinde ulasilmigtir
(Bektas ve Sokmen, 2016). Dolayisiyla anilan ¢alismada elde edilen ¢imlenme
oranlarinda hem aktif komiir hem de BAP etkisi vardir. Ayn1 ¢alismada kullanilan
zeatin ve thidiazuron sitokininlerinin tohum c¢imlenmesi iizerine etkileri BAP
kullanimina kiyasla simirli kalmasina ragmen protokorm olusumunda tam tersi bir
sonu¢ ortaya koymuslardir. Dolayisiyla S. vomeracea’nin tohumlarinin
¢imlendirilmesinde feniliire tipi degil adenin bazli sitokininler aktif kdmiirle birlikte

tercih edilebilir.

Protokorm olusumu verilerine gére BAP ve KIN uygulamalar1 birbirine yakin
sonuclar vermislerdir. Bitki biiyiimesinde Olgiilen siirglin uzunlugu parametresine
BAP uygulamasi diisiik konsantrasyonlarda KIN ise yliksek konsantrasyonlarda
olumlu etki yapmistir. Bunun nedeni, BAP’1n sadece kolay metabolize edilmesi degil
ayn1 zamanda bitki dokularinda zeatin gibi dogal sitokininlerin olugumunu tetikleme
ozelliginden kaynaklanmaktadir (Sharma ve dig., 2017). Bu baglamda BAP’1n diger
sitokininlere kars1 tistlinliigii Amsonia orientalis’de de gosterilmistir (Acemi ve dig.,
2013). S. vomeracea’de 6lgiilen kok uzunlugu parametresinde ise KIN uygulamalari
BAP’a oranla avantajli bulunmustur. Kok sayist agisindan bunun tersi bir durum sz
konusudur. Benzer bulgular degerleri birbirilerine ¢ok yakin olarak Bektas ve
Soékmen (2016) tarafindan da bildirilmistir. BAP uygulamalar1 kisa-kalin fakat

yumru olusumuna daha yatkin koklere sebep olurken KIN uygulamalar: ince-uzun
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yapida kok gelisimini tetiklemistir. BAP uygulamalarinin yumrulagsma {izerine
olumlu etkisi kok dokularinda artan hiicre zar1 akigkanligina istinaden hizlanan hiicre

boliinmesi ve besin elementlerinin alimi olabilir (Acemi ve dig., 2016).
4.1.10. Besiyerine oksin ilavesi

Besiyerinde en yiiksek konsantrasyonu harig, artan IAA seviyeleri tohum
¢imlenmesini artirmigtir. Buna karsin IBA uygulamalarinin higbirinin ¢imlenme
tizerine olumlu etkisi yoktur. Pedroza-Manrique ve dig. (2010) ¢imlenme ve
protokorm gelisiminin bir bitki biiyiime diizenleyicisi uygulamadan da
basarilabilecegini belirttikleri ¢aligmalarinda tiim orkidelerin ¢imlenme i¢in eksojen
hormon ilavesine ihtiya¢ duymadiklarini belirtmistir. Ayrica Godo ve dig. (2010)
naftalen asetik asit (NAA), IAA ve IBA uygulamalarinin tohum c¢imlenmesi
acisindan orkidelerde sitokinin kullanimindan daha zayif etkilere sahip olduklarini
belirtmistir. Buna karsin, Bektas ve Sokmen (2016) ise bu calismadaki bulgulara
paralel olarak artan konsantrasyonda kullanilan TAA’nin aktif komiirlii Orchidmax
besiyerinde 60 giin sonunda S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenme oranin artirdigin,
benzer bir artisin daha sinirhh olarak IBA wuygulamasinda da gozlendigini
belirtmislerdir. IAA besiyerinde stabilitesi IBA’ya gore zayif olan ve 1sikla birlikte
kolayca okside olup bozunabilen fakat IBA’ya oranla mobiltesi yiiksek bir bitki
bliylime diizenleyicisidir (Acemi ve dig., 2013). IAA’nin diisiik konsantrasyonlarda
zaylf kalan bu etkisi foto-oksidasyonuna baglanabilir. IBA ise doku igerisinde
hareket kabiliyeti yiiksek molekiiler agirligina bagh olarak daha siirli olan bir
oksindir. Buna karsin protokorm olusumunu verilerden goriilecegi lizere kontrole
oranla onemli Olgiide artirmistir. Bu bulgunun aksine Bektas ve Sokmen (2016)
kontrole oranla IBA uygulamasmin S. vomeracea kiiltiirlerinde protokorm
olusumunda kayda deger bir artisa sebep olmadigini belirtmiglerdir. Bu ¢aligmada
kullanilan KN besiyerinin IBA ile takviyesinden elde edilen kontrole kiyasla
protokorm olusum basarist aktif komiirlii Orchidmax besiyerinde gézlenmemesinin
nedeni aktif komiiriin besiyeri i¢indeki sadece toksik maddeleri degil kullanilan bitki
biiyiime diizenleyicilerini de yiliksek absorbsiyon kabiliyeti nedeniyle kendine

baglamasidir (Thomas, 2008).
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Adventif koklenme doku kiiltiirlerinde ayn1 anda endojen ve eksojen oksin seviyeleri,
mineral beslenme, 1s1k ve sicaklik gibi bir¢ok faktor tarafindan kontrol edilmektedir
(Da Costa ve dig., 2013). Bununla birlikte, oksinler koklenme konusunda anahtar rol
oynarlar. IBA'nin adventif kokler olusturmadaki dstiinliigii ¢esitli raporlarda
bulunabilir (Acemi ve dig., 2013, Quambusch ve dig., 2017). Bununla birlikte IBA
uygulamasinin [AA uygulamasina kiyasla S. vomeracea’de yumru olusumunu
artirdig1 Bektas ve Sokmen (2016) tarafindan da bildirilmistir. Ayrica, IBA’nin diger
bir oksin tiirii olan NAA uygulamasina oranla Cymbidium mastersii’nin kok
uzunlugu ve kok sayisi1 parametrelerinde artis sagladigi rapor edilmistir (Mohanty ve

dig., 2012).
4.1.11. Besiyerine jasmonik asit ilavesi

S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenmesi lizerine JAS uygulamalari olumlu bir etki
yapmamistir. Literatiirde JAS uygulamalari ¢ogunlukla in vitro yumru olusumunun
tesviki igin patates ve benzeri bitkilerde tercih edilmektedir. Jasmonatlarin seker
patates (Dioscorea spp.), sarimsak (Allium sativum) ve Narcissus triandrus gibi
monokotiledonlarda, patates (Solanum tuberosum) ve Kudiis enginar1 (Helianthus
tuberosus) gibi dikotiledonlarda yumru ve sogan gibi depolama organlarinin
olusumunu tesvik ettigi bildirilmistir (Koda 1994; Abdala ve dig., 1996; Jasik ve
Mantell 2000; Kenar ve dig., 2017). Yumru olusumu ¢ogunlukla hiicrelerin uzamayi
takiben sigsmesi ile baslar. Jasmonatlarin ise yumru ve sogan olusumunu hiicre
boliinmesini tetiklenmesiyle artirdiklart bilinmektedir (Debeljak ve dig., 2002). S.
vomeracea’de JAS uygulamasi protokorm olusum oranimi Kkontrole kiyasla
artirmistir. Bunun yaninda siirgiin ve kok uzunluklarinda artis da kaydedilmistir. Bu
yizden S. vomeracea kiiltiirlerinde JAS uygulamalari sadece yumru olusumunu
tesvik edici Ozellikte degil ayni zamanda hiicre uzamasini tesvik edici ozellikte
olduklar1 sonucuna varilmaktadir. Jasmonatlar bitkilerde ayni salisilik asit gibi stres
faktorlerine cevaben sentezlenirler. Bu nedenle disardan yapilan bir JAS
uygulamasinin bitkide strese bagli cesitli molekiiler mekanizmalar1 harekete
gecirecegi ve bunun da endojen biiylime diizenleyicilerinin miktarinda gecici bir
artisa neden olabilecegi bildirilmistir (Teixeira da Silva, 2012; Ha ve dig., 2012). S.
vomeracea kiiltiirlerinde in vitro yumru olusturma basarist JAS uygulamasinin bu

elisitor etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica mekanik yaralama gibi
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stres faktorleri de JAS 6nciilii olan linoleik asit miktarin1 artirmakta ve bu da dolayl
olarak JAS sentezini tetiklemektedir (Chitarrini ve dig., 2017). S. vomeracea
kiltiirlerinde ise jasmonik asit kullaniminin etkilerine ait daha once bildirilmis bir

verl bulunmamaktadir.
4.1.12. Besiyerine kitosan ilavesi

Besiyerine DP 2-15 oligomerik kitosan karigimi ilavesi diisiik konsantrasyonlarda S.
vomeracea tohumlarinin ¢imlenmesini artirsa dahi ¢imlenme {izerine esas olumlu
etkiyi yine diisiik konsantrasyonlarda kullanilan DP 70 polimerik Kkitosan
sergilemistir. Yaklagik DP degeri 220 olan biiyiik polimerik kitosan uygulamasi ise
bu parametre i¢in kontrole yakin degerler vermistir. Kitin, bir N-asetil-D-glukozamin
polimeri, kitosan ise bir D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozamin kopolimeridir.
Yaygin olarak kitosanlar yiiklii ve polar molekiiller ile giiclii etkilesimlere girerler.
Bir kitosan polimerinde tekrar eden kitosan birimleri birim basina 8-9 bolgede polar
molekiiller ile hidrojen baglar1 olusturabilir. Kitosan, polimerik zincirler arasinda
iyonik kopriiler yoluyla ag olusumuna yol acan negatif yiiklii molekiiller ile
reaksiyona girebilir. Dolayisiyla bu ag bir hidrojel gibi davranabilir. Hidrojeller, suda
veya biyolojik sivilarda sisme yapabilen ve sismis durumda ¢ok miktarda sivi
tutabilen ti¢ boyutlu hidrofilik polimer aglardir (Mengatto ve dig., 2013). Kitosanin
bu hidrofilik 6zelligi polimerik zincirin uzunluguyla da dogru orantilidir. Dolayisiyla
DP 70 (10 kDa) polimerik kitosan uygulamasinin besiyerinin osmotik potansiyelini
diigirmek suretiyle bu olumlu etkiyi yaptigi diisiiniilmektedir. Nitekim tohumlarin
besiyerine ekilmeden su potansiyelinin polietilen glikol 6000 (PEG 6000)
uygulamasiyla ayarlandigi ¢ozeltilerde bekletildigi bir doku kiiltiirii ¢aligmasinda
Orchis palustris tohumlarinin ¢imlenme oranmin azalan su potansiyeliyle bitlikte
arttigt rapor edilmistir (Esitken ve dig., 2004). Besiyerinde aktif komiir
kullanilmamasina ragmen DP 70 polimerik kitosan uygulamasi yiiksek ¢imlenme

orani saglamistir.

Kitosanlar biiylime artirici rollerinin diginda bitkilerde olusan ve strese bagli bir
takim tepkiler i¢in uyarici gorevi gormektedirler. Bitkilerde bir stres faktorii gibi
H.0, olusumunu tetikleyebilirler (Pichyangkura ve Chadchawan 2015). H,O, ise

bitkiler i¢in sadece zararli bir molekiil degil ayn1 zamanda bir sinyal molekiilii olarak

130



gorev almaktadir. H,O, seviyesindeki kabul edilebilir bir artis endojen sitokinin
seviyelerinde gecici bir artisa sebep olmaktadir (Ha ve dig., 2012). Dolayisiyla
kitosan uygulamalarinin protokorm olusturma basaris1 kitosanin bu 06zelligine
atfedilebilir. Bu c¢alismada siirgiin uzunlugu parametresinin oligomerik kitosan
uygulamasiyla birlikte arttigi bulunmustur. Vasconsuelo ve dig. (2004), kitosanin
bitkilerde lignin biyosentezinde ve hiicre duvari lignifikasyonunda uyarici rol
oynadigini belirtmistir. Bu nedenle, S. vomeracea’de kitosan uygulamalariyla siirgiin
ve yaprak bliylimesinin tesvik edilmesinin nedenlerinden biri, lignifikasyondaki bu
artig olabilir (Bayraktar ve dig. 2016). Buna ragmen oligomerik kitosanin bu olumlu
etkisi besiyerindeki konsantrasyonuyla ters orantilidir. Besiyerinde fazla miktarda
kitosan kullanimi orkidede siddetli stres yanitlarin1 da beraberinde getirmis olabilir.
Benzer bir etki 80 mg-I™ kitosan uygulamasindan sonra Dendrobium tiirlerinden de
rapor edilmistir (Pornpienpakdee ve dig., 2010). Bu calismada S. vomeracea’de
oligomerik kitosanin artan konsantrasyonlarda kok uzunlugunu azalttigi, polimerik
kitosanin ise artirdigi tespit edilmistir. Buna karsin oligomerik kitosan diisiik
konsantrasyonlarda kok sayisimm hem kontrole hem de polimerik kitosan
uygulamasina oranla son derece artirmistir. Oligomerik kitosanin bu kok gelisimini
sayica uyarict etkisi cilekte (El-Miniawy ve dig., 2013) ve kivide de gosterilmistir
(Corsi ve dig., 2015). Bununla birlikte her iki rapor da kitosan uygulamasinin
koklerde kuru ve yas agirligi artirdigini vurgulamistir. Bu durum ayni1 zamanda kok
sayis1 ve/veya uzunluklarinin da arttig1 anlamina gelmektedir. Bagka bir ¢alismada
ise DP 70 ve DA %15 olan bir kitosan polimerinin Arabidopsis koklerinde oksin
homeostazini etkiledigi ve dokularda [AA birikimini tetikledigini ortaya koymustur.
Aragtirmacilar  yiiksek konsantrasyonda kitosanin Arabidopsis’in  kok apikal
meristeminde (0,1-1 mg-ml™*) WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5)
geninin ifadesini azaltmak suretiyle kok gelisimini baskiladigini bulmuslardir.
WOX5 geni, kok dokusunun hiicre boliinmesinin diizenlendigi kok ucu merkezindeki
(quiescent center) hiicrelerin hiicresel aktivitelerini diizenlemekten sorumludur
(Lopez-Moya ve dig., 2017). Bu bulgu, kitosan oligomerinin artan
konsantrasyonlarda kullaniminin k6k uzunlugunu azaltmasinin bir nedeni olabilir.
Buna karsin polimerik kitosan artan konsantrasyonlarla birlikte kok parametrelerinde
basar1 saglamistir. Lopez-Moya ve dig. (2017) calismalarinda polimerik kitosan

uygulamasiyla olumsuz kok gelisimi sonucuna varmalarinin bir nedeni de son derece

131



yiiksek konsantrasyonda kitosan kullanmalaridir. Bu tez ¢aligmasinda en fazla 20
mg-1™ kitosan uygulanirken, adi gegen galismada 100-1000 mg-I™* (0,1-1 mg-ml™)
kitosan uygulamasindan sonra bu sonuca varilmistir. Tiim bu tartismaya ragmen
Kitosan oligomer ve polimerlerinin molekiiler etki mekanizmalar1 hala model bitkiler
tizerinde agiklanmaya muhtactir. S. vomeracea kiiltiirlerinde ise kitosan kullaniminin

etkilerine ait daha once bildirilmis bir veri bulunmamaktadir.

Kitosan uygulamasimin etkilerinin gozlendigi literatiirdeki diger baz1 ¢alismalar su
sekilde Ozetlenebilir; Acemi ve dig. (2018) Ipomoea purpurea iizerine yaptiklari
doku kiiltiirii calismasinda oligomerik kitosanlarin siirglin gelisimini artirmada
sitokinin benzeri etkiye sahip olduklarin1 buna karsin kok uzunlugunu azalttigini
gostermiglerdir. Demiray ve dig. (2012) Odontoglossum grande (Kaplan orkidesi)
icin bir mikrogogaltim metodu gelistirmisler ve O. grande‘nin ¢igek tomurcuklarini
stvi ve kat1 ortamda fungal kitosan ve hindistan cevizi siitii katkili Vacin ve Went
(VW) (1949) besiyerinde gelisime birakmislardir. Uzak dogunun degerli bir orkide
tiri olan bu cicegin kiiltiirlerinde hindistan cevizi siitii ile birlikte kitosan
uygulamasinin, ortamda biiylime diizenleyicisi gibi davranarak orkide meristematik
tomurcuklarinin hizli ve saglikli biiyiimesini uyardig1 saptanmistir. Genellikle Subat
ay1 basinda ¢igek tomurcuklarini gdsteren bitkiden bu ayda eksplant olarak alinan
tomurcuklarin ¢ok sayida bitkicige doniistiigli gozlenmistir. Boylece oldukca zor ve
yavas gerceklesen orkide liretimine pratik ve 2 ay gibi oldukga kisa bir siirede ¢oziim
bulmuslardir. Prasertsongskun ve Chaipakdee (2011) Phalaenopsis cornucervi
(Breda) Blume & Rchb.f. protokormlarini sivi VW ortaminda kiiltiire almislardir. Bu
ortamun igerisine sirastyla 5, 10, 15, 20 ve 25 mg-1™ kitosan ekleyip 4 hafta inkiibe
etmislerdir. Kontrole kiyasla biitiin kitosan uygulamalarinin protokorm olusumunu
artirdigini gézlemlemislerdir. Dendrobium orkidelerinde yapilan bagka bir ¢alismada
ise kitosan konsantrasyonlari, deasetilasyon derecesi ve kitosanin polimer
bliytikliigliniin orkide biiylimesine etkisi arastirilmistir. Bu ¢aligmada 10, 20, 40, 80
ve 160 mg1" konsantrasyonlarmda kitosan kullamlmus ve 80 ile 160 mg-1™
konsantrasyonunun protokorm benzeri yapilarin (PLB) olusumu i¢in inhibitor etki
gosterdigi belirtilmistir. Deasetilasyon derecesi olarak % 70, % 80 ve % 90’lik
kitosanlar kullanilmis ve % 70 ve % 80 deasetilasyon derecesine sahip kitosanlarin

PLB olusumunu tesvik ettikleri gosterilmistir (Pornpienpakdee ve dig. 20006).
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Dendrobium phalaenopsis PLB lerinin in vitro ortamda biiyiitiilmesi lizerine farkli
molekiiler biiytlikliiklerdeki kitosan uygulamalarinin etkilerini deneyen Nge ve dig.
(2006) 1 kDa biiyiikliigiindeki karides kokenli kitosanin 10 ve 100 kDa molekiiler
buyiikliikteki kitosanlardan daha c¢ok biiylimeyi tesvik ettigini ve meristematik
dokulardan PLB olusumunu tetikledigini gostermislerdir. Ayrica, fungal kdkenli 10
kDa boyutundaki kitosan 15 mg-1" konsantrasyonda kullanildiginda karides kokenli
1 ve 10 kDa boyutundaki kitosan oligomerlerine oranla PLB gelisimini 6nemli
Olclide artirdigini géstermislerdir. Bu nedenle kitosan oligomerinin se¢imi molekiiler

biiyiikliikleri ve asetilasyon dereceleri goz ontine alinarak yapilmalidir.
4.2. FTIR Cahismalari

FTIR ¢alismalarindan elde edilen bulgularin yorumlanabilmesi i¢in incelenen frekans
araliklarindaki bantlarin hangi molekiillerden kaynaklanan titresimsel hareketleri
temsil ettiklerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu amacgla Onceki c¢alismalardan
derlenmis bantlarin hangi frekanslarda tespit edildigi ve temsil ettikleri titresimsel
hareketleri gosteren bilgiler Tablo 4.1.’de verilmistir. Tablodan gorildiigl {izere
2917 - 2921 ve 2848 - 2850 cm™ frekans araliklarindaki titresimsel hareketler
cogunlukla hiicre zarlarindaki lipitler ve az miktarda da zar proteinlerindeki CH;
gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilmelerini temsil eder (Tirker ve dig., 2016;
Acemi ve dig., 2016). Hiicre zan lipitlerinin CH; gruplari, onlarin yag asidi
kuyruklarini olusturduklarindan Serapias vomeracea’nin yaprak dokularinda kontrol
grubuna oranla degisen ortalama frekans degerleri hiicre zarinin diizeni ile alakalidir
(Tirker ve dig., 2016). Frekans degerinin yiiksek degerlere kaymasi, gauche
konformerlerin artmasina yani lipitlerin daha diizensiz olmasina, diisiik degerlere
kaymasi ise trans konformerlerin sayisinin artmasina yani lipitlerin daha diizenli
olmasina isaret eder (Akkas ve dig., 2007; Tirker ve dig., 2016). Elde edilen
sonuclara gore her iki frekans araliginda da ortak olarak gozlenen frekans degerinin
azalmas1 BAN, COW, JAS ve CHI-10 uygulamalarinin tamaminin S. vomeracea’nin
yapraklarindaki hiicrelerin zar yapilarinin daha diizenli hale gelmesi yani sistemin
daha kararli hale gelmesini saglamistir. Benzer bir durum kok dokularinda da BAN,
COW ve JAS uygulamalar1  neticesinde  goriilmektedir.  Uygulama
konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre zarinin lipit diizeninde meydana gelen bu

farkliliklar, zar lipitleri ile zar proteinleri arasinda ger¢eklesmis olan yiiksek oranda
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lipit-protein etkilesmelerinden kaynakli olabilir. Bu durum, ¢apraz bagl lipit-protein
kisimlarinin olusumu ile birlikte degismis lipit yapisini ifade eder (Tiirker ve dig.,
2016; Turker-Kaya ve Huck., 2017). Yaprak dokularinda gozlenen en yiiksek frekans
degerinin her iki frekans araligi i¢in de PG-20 besiyerinden kaydedilmesi, IBA
uygulamasinin histidin kinazlar gibi zar yapisina yerlesik proteinlerin aktivasyonuna
bagimli olarak zar lipit yapisinda meydana getirdigi modifikasyona isaret edebilir
(Choi ve dig., 2012). Bu durum daha aktif veya daha az aktif zar proteinlerinin
varhigimi temsil edebilmektedir. Tiim bunlara ek olarak, yapisal bir parametre olan
lipit diizenindeki s6z konusu artis dolayli olarak fonksiyonel bir parametre olan zar
akigkanligina da etkileyebilmektedir (Tiirker ve dig., 2016). Daha diizenli lipit
sisteminin proteinlerle etkilesiminin arttig1 diisiiniiliirse, zar lipitlerinin daha az
hareketli olabilecegi literatiirde rapor edilmistir (Akkas ve dig., 2007; Tiirker ve dig.,
2007). Ayrica 2848 - 2850 cm™ frekans arahigindaki titresimler az miktarda hiicre
duvarinda bulunan mumsu maddelerdeki CH; gruplarindan da kaynaklanabilir
(Suresh ve dig., 2016). Buna gore frekansdaki artis, mumsu maddelerin yapilarinda
gerceklesen farkliliklarin  da  gostergesi olabilir (Acemi ve dig., 2016).
Spektrumlardan kaydedilen gesitli piklere ait absorbans degerleri ise titresimsel
hareketlerin kaynaklandigi molekiillerde miktar bilgisini isaret etmektedir (Tiirker-
Kaya ve Huck, 2017). Yaprak dokularinda 6zellikle BAN uygulamalari ile 2917 -
2921 ve 2848 - 2850 cm™ frekanslarindaki bantlarin absorbanslarindaki istatistiksel
olarak anlamli derecedeki artma, zar lipitlerinin konsantrasyonunda dikkat g¢ekici
artistan kaynaklanmaktadir. Diger taraftan CHI uygulamalar1 kontrol degerlerine
yakin absorbanslar ortaya cikarmasi, CHI’min lipit zarlarinin miktarlarinda ¢ok
carpict bir etkiye sebep olmadigi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, artan CHI
seviyeleri zar lipitlerinin miktarinda istatistiksel olarak dnemli olmasa bile azalmaya
neden olmustur. Kok dokularinda ise benzer bir durum JAS uygulamalar neticesinde
ortaya ¢cikmistir. Zar lipitlerinin miktarlarinda meydana gelen farkliliklar 2917 - 2921
ve 2848 - 2850 cm™ bantlarmin absorbans degerleri iizerinde etkiliyken, yukarida da
belirtildigi gibi mumsu maddelerin artma ve azalmasi da 6zellikle 2848 - 2850 cm™

bandinin absorbans degisimlerine katkida bulunmustur.
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Tablo 4.1. Spektrumlarin analizinde odaklanilan bantlar ve temsil ettikleri molekiiler gruplar

BantNo Frekans (cm™) Aciklama Kaynak
1 2917 - 2921 CHj; asimetrik gerilme: ¢ogunlukla lipitler, protein Turker ve dig., 2007; Renuka ve dig., 2016; Suresh ve dig., 2016
2 2848 - 2850 CH, simetrik gerilme: lipit, protein ve mumsu maddeler Turker ve dig., 2007; Renuka ve dig., 2016; Suresh ve dig., 2016
Karbonil C=0 gerilme: lipitler, klorofil Suresh ve dig., 2016
3 1736 - 1740
Alkil ester C=0 gerilme: lipitler, esterlesmis pektinler Dokken ve Davis, 2007; Szymanska-Chargot ve Zdunek, 2013
4 1680 - 1682 Amid I (protein ikincil yapidaki p-tabaka ve B-doniis) Zhang ve dig., 1999; Shih ve dig., 2010; Lahlali ve dig., 2014
5 1653 - 1657 Amid I (¢ogunlukla C=0 asimetrik gerilme ve C-N gerilme): proteinler ve pektinler Dokken ve Davis, 2007; Palacio ve dig., 2014; Acemi ve dig., 2016
Amid I (C=0 gerilme): protein, pektin, suyla iligkili seliiloz veya lignin, alkaloitler Suresh ve dig., 2016; Tiirker-Kaya ve Huck, 2017
° 1635 -1640 Aromatik C=C gerilme: lignindeki hidrosinamik asit Dokken ve Davis, 2007
C=C fenolik gerilme: ligninin guayasil halkasi Dokken ve Davis, 2007
7 1510 - 1515 C=C aromatik gerilme: lignin Tiirker-Kaya ve Huck, 2017
C=C fenolik gerilme: lignin fenolik iskeleti Palacio ve dig., 2014
Asimetrik CHs geriliminde C-H biikiilmeleri: lipitler, polisakkaritler ve seliiloz Dokken ve Davis, 2007
8 1410 - 1420 COO  simetrik gerilme: karboksilat (pektin ester grubu) Kacurakova ve Wilson, 2001; Szymanska-Chargot ve Zdunek, 2013
9 1380 - 1385 C—H simetrik biikiilme (CH; ve CHjs): hiicre duvar polisakkaritleri, lipit ve protein Wang, 2012; Suresh ve dig., 2016; Tirker-Kaya ve Huck, 2017
10 1232 - 1245 ';r;l';j IV (C=N ve N-H gerilme): ¢ogunlukla protein (1238-1240: protein ikincil Rodriguez-Saona, 2010; Fabian ve Naumann, 2012; Tiirker-Kaya ve Huck, 2017
11 1200 - 1208 O-H diizlemsel biikiilme: seliiloz Lammers, 2008; Tiirker-Kaya ve Huck, 2017
C-O halkas1 gerilme: ksiloglukan (yliksek esterlesmis pektinler)
12 1075 - 1080 Wilson ve dig., 2000; Szymanska-Chargot ve Zdunek, 2013; Tiirker-Kaya ve Huck, 2017
C-O0 halkasi gerilme: ramnogalakturonan ve B-galaktan (diisiik esterlesmis pektinler)
13 873 C-H biikiilme: glukozdaki B-piranoz halkasi Galichet ve dig., 2001; Hua ve dig., 2004
14 812 C—H biikiilme: mannozdaki B-piranoz halkasi Hua ve dig., 2004




Lipitler ve klorofillerde karbonil gruplarindaki C=O gerilmelerinden ve yine lipit ve
esterlesmis pektinlerde alkil esterlerdeki C=O gerilmelerinden kaynaklanan
titresimsel hareketler 1736 - 1740 cm™  frekans araliginda  kaydedilmistir.
Hemiseliilozlar, lignin, protein ve pektik polisakkaritler gibi bitki hiicre duvari
bilesenleri kovalent bag ve diger baglar sayesinde birbirleriyle yakin iligki
icindedirler. Bu molekiillerin fonksiyonel 6zellikleri fenolik maddelerin varligindan
etkilenebilir (Peaucelle ve dig., 2012). Hiicre boliinmesi beraberinde hiicre duvari
yapimini da hizlandirmaktadir. Bu nedenle odaklanilan bu frekans degerinin
absorbansindaki bir artis hiicre duvarlarindaki lipit ve esterifiye pektin miktarindaki
artisa karsilik gelmektedir (Acemi ve dig., 2016). Ayrica frekans degerinin
yiikselmesi de esterlesme derecesindeki artisa karsilik gelir (Szymanska-Chargot ve
Zdunek, 2013). Bu baglamda, denenen tiim uygulamalar yaprak dokularindaki
hiicrelerin duvarlarindaki lignin molekiillerinin esterlesme derecesini artirmistir. Bu
durum yaprak dokusunda oOzellikle BAP ve IAA uygulamalarinda baskin olarak
goriilmistiir. Pektin molekiiliiniin hiicre duvarindaki miktar1 ise uygulamalarin
tamaminda kontrol grubundan yiiksektir. Bunun nedeni bitki biiyiime diizenleyicileri
ve Kitosanin hiicre boliinmesini artirmast nedeniyle hiicre duvari yapimimin ikinci
plana atilmasi olabilir. Bunlara ek olarak, C=O gerilmesi ayrica zar lipitlerinin sulu
kismina yakin gliserol omurgasindan kaynaklidir (Tirker ve dig., 2007; Tiirker ve
dig., 2016). Bu bandin frekans degerindeki artma C=O gruplarinin hidrojen bagi
yapma kapasitesindeki azalmayr temsil eder (Tirker ve dig., 2016). Tim
uygulamalarin etkisiyle bu bandin frekansindaki artma, zar lipitlerinin C=0O
gruplariin kendi aralarinda daha az miktarda hidrojen bag: yaptigi, diger taraftan
yukarida belirtildigi gibi esterlesmenin etkisiyle ortamdaki diger molekiillerle
etkilesmelerinin daha fazla oldugu anlamina gelebilir (Akkas ve dig., 2007). Bu da
hiicre zar lipitlerinin paketlenmesinde farkliliklara yol agacaktir (Acemi ve dig.,

2016; Tirker-Kaya ve Huck, 2017).

Amid I band1 genel olarak 1700 - 1600 cm™ frekans araliginda kalan bélgeyi temsil
eder. Amid I band1 proteinlerin ikincil yapidaki a-heliks, B-tabaka ve B-doniis gibi
ikincil yapilar1 tarafindan modiile edilen peptit baglarindaki C=0O gerilmeleriyle
karakterize edilir (Tiirker ve dig., 2007). Odaklanilan 1680 - 1682 cm™ frekans
araligi proteinlerin ikincil yapisindaki B-tabaka ve p-doniisler, 1653 - 1657 cm™
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frekans araligi ¢ogunlukla protein ve pektin kaynakli C=O asimetrik ve C-N
gerilmeleri, 1635 - 1640 cm™ frekans aralif1 ise (protein, pektin, suyla iliskili seliiloz
veya lignin, alkaloit kaynakli C=0O gerilmelerini veya hidrosinamik asitteki C=C
gruplarindaki gerilmeyi temsil eder. Ozellikle 1680 - 1682 cm™? frekans aralig
sadece protein kaynakli oldugu i¢in bu bandin absorbans degerlerindeki artiglar
protein miktarindaki artisa karsilik gelmektedir. Bu noktada belirtilmelidir ki; FTIR
spektroskopisi spesifik proteinleri ayirt edemez fakat sadece hiicre disi, plazma zari,
sitoplazma ve niikleer proteinler de dahil olmak {izere S. vomeracea’nin tiim protein
profili ile ilgili bilgi saglayabilir (Tiirker ve dig., 2007). Bu calismada, frekans
degerleri arasinda uygulamalardan kaynaklanan Onemli bir fark bulunmamasi,
kitosan ve BBD’lerin protein ikincil yapilarinda farklilik yaratmak {izere ¢ok etkin
bir role sahip olmadiklart anlamina gelmektedir (Tiirker ve dig., 2017; Tiirker-Kaya
ve dig., 2017). Yine, Amid I modunun kok dokularinin spektrumlarindaki absorbans
degerlerinde kontrole oranla BAN uygulamalari neticesinde bir artis meydana
gelmesi, BAN uygulamasinin protein miktarinda artisa neden oldugunu

gostermektedir.

1653 - 1657 cm™ frekans araliginda ise titresimlere sadece protein degil pektinde de
kaynaklanan bir katilim bulunmaktadir. BAN ve CHI-10 uygulamalari neticesinde
absorbanslarda gozlenen diizenli artis bu uygulamalarin hem protein hem de pektin
miktarin1 artirdigint ifade etmektedir (Acemi ve dig., 2016). Bunun nedeni muz
homojenatinin sahip oldugu gesitli bityiime faktorleri ile kitosanin bir stres faktorii
gibi davranarak endojen sitokinin miktarinda neden oldugu gecici artis olabilir
(Acemi ve dig., 2017). Ciinkii sitokininler ve biiyiime faktorleri protein sentezinin
uyarilmasinda rol oynamaktadirlar. Bir sentetik sitokinin olan metatopolinin
Raphanus sativus kotiledonlarinda bazi proteinlerin miktarini artirdigi bildirilmistir
(Cag ve Palavan-Unsal, 2003). Ayn1 durum pektin icin de gegerlidir. Bu uygulamalar
bitki gelisimi parametreleri agisindan da olumlu sonuglar vermislerdir. Bu durum da
anilan uygulamalarin hiicre boliinmesini uyardigina isaret etmektedir. Mitotik
boliinmeye hazirlik asamasinda gozlenen bitki hiicre genislemesi sirasinda orta
lamelin olusturuldugu ve bdylece pektik maddelerin iiretildigi bilinmektedir (Evert
ve Eichhorn, 2005).
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Odaklanilan 1635 - 1640 cm™ frekans araliginda ise titresimlere proteinin yaninda
pektin, suyla iliskili seliiloz veya lignin ve alkaloitler de katilmaktadir (Suresh ve
dig., 2016; Tirker-Kaya ve Huck, 2017). Frekanstaki yiikselmeler lignin ve seliiloz
acisindan su baglama kapasitelerinin arttigi sonucunu ¢ikarabilir. Dolayisiyla TAA
uygulamalar1 anilan biyopolimerlerin yapisinda bu yonde bir etki yaparken, BAP
uygulamalar1 su baglama kapasitesinde bir azalmaya isaret etmektedir. S.
vomeracea’nin kok dokularinda CHI-1 uygulamasi neticesinde konsantrasyonla
dogru orantili olarak protein, su bagli pektin ve ligninler, hidrosinamik asit ve genel
olarak alkoloit miktarlarindaki artistan s6z edilebilir. Bu molekiiller igin en dikkat

cekici artis 1 mg-1™ JAS uygulamasi sonucu meydana gelmistir.

Bitki dokularinda lignini isaret eden ana frekans araligi 1510 - 1515 cm™ olarak
belirtilmektedir. Bu aralik lignindeki guayasil halkasi ve ligninin genel fenolik
iskeletindeki fenolik yapilarindaki C=C gruplarinin gerilimini ifade etmektedir
(Palacio ve dig., 2014). Genel olarak tiim uygulamalar yaprak dokularinda
ligninlesmeyi artirmistir. BAN uygulamalar1 neticesinde meydana gelen
lignlesmenin boyutu ise oldukga dikkat ¢ekicidir. Bu durum bitki gelisimi tizerine
muz homojenatinin yaptigi olumlu etkiyi vurgulamaktadir. Kok dokularinda
ligninlesme ise diisiik konsantrasyonda JAS ve CHI uygulamalariyla artmistir. Diger
hiicre duvar bilesenlerinden olan seliilloz ve pektin lipitler ve polisakkaritlerin de
katilimiyla 1410 - 1420 cm™ frekans arahiginda lipitler, polisakkaritler, seliiloz ve
pektik maddeler sirasiyla CHs gruplarindaki asimetrik gerilim ve COO™ gruplarindaki
simetrik gerilim ile gozlenmektedir. Artan konsantrasyonlarda BAN uygulamasi
neticesinde S. vomeracea yaprak dokularinda bu molekiillerin miktarlarinda artis
gozlenmistir. CHI uygulamalart ise sadece en diisik konsantrasyonda
kullanildiklarinda pektik madde ve seliiloz miktarinda kontrole oranla artisa sebep
olmuslardir. Boliinmek {iizere biiyliyen bitki hiicresi hizli genislemeyi tesvik etmek
icin seliilozun hemiseliilloza doniisiimiinii uyarir. Bu durum hiicre duvarinin
genislemek i¢in daha esnek hale gelmesine ve absorbanstaki artisin hiicre biiyiimesi
sirasinda  seliilozdan hemiseliilozun doniislimiinii temsil edebilecegini gosterir

(Tirker ve dig., 2007; Acemi ve dig., 2016).

Hiicre duvari bilesenlerini ifade eden diger bir frekans aralig1 ise 1380 - 1385 cm™

olarak belirtilmistir. Bu aralik hiicre duvart polisakkaritleri, lipit ve proteinlerdeki
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CH; ve CHj3 gruplarindaki C-H simetrik biikiilmelerinden kaynaklanan titresimleri
ifade eder (Wang, 2012). Bu molekiillerin konsantrasyonlarindaki artis kok
dokularinda sadece diisiik konsantrasyonda BAN ve COW uygulamasi sonucunda
aciga cikmistir. Bunun nedeni yukarida belirtildigi gibi icerdikleri dogal biiylime

faktorleri olabilir.

Proteinlere 6zgii diger bir bant olan Amid IV, proteinlerin yapilarindaki C=N ve N—
H gerilmelerinden kaynaklanan titresimleri ifade eder ve 1232 - 1245cm™ frekans
araliginda gozlenir. COW uygulamalarinin sonucunda bu frekans degerindeki
absorbanslar diisiik oldugu i¢in hesaplanmamigtir. BAN ve KIN uygulamalar1 yaprak
dokularinda bu baglara sahip proteinlerin miktarinda artisa neden olmustur. Bunun
yaninda CHI-10 uygulamasi ise artan konsantrasyonlarla birlikte bu proteinlerde artis
gbzlenmistir. Amid IV bandindan elde edilen bu sonug, amid I bandi sonucu ile

ortiismektedir.

Bitki dokularinda bulunan seliilozdaki O-H gruplariin diizlemsel biikiilmesinden
kaynaklanan titresimleri ifade eden frekans araligi 1200 - 1208cm™ olarak ifade
edilmektedir (Lammers, 2008). Kontrol grubuna oranla genel olarak diger
uygulamalar sonucunda selilloz miktarinda diisiis gdzlenmesi, 1410 - 1420 cm™
frekans araliginda kaydedilen titresimlere katki yapan seliilozdaki durum igin de
ifade edildigi gibi bitki gelisimi sirasinda selillozun hemiseliiloza ¢evrimi
nedeniyledir. Bu ¢evrim birincil hiicre duvari boliinmesinde gergeklestirilir.
Hemiseliilozlar seliilozdan daha esnek bir yapiya sahip olduklari igin hiicrelerin
genislemesi ve duvar boliinmesi sirasinda tercih edilmektedirler (Kacurakova ve dig.,
2000). Bir hemiseliiloz olan ksiloglukandaki C—O halkalarinin geriliminden
kaynaklanan titresimlerin de ifade edildigi 1075 - 1080 cm™ frekans araligindaki
absorbanslarda seliiloz i¢in kaydedilen absorbanslara kiyasla olan artis bu yorumu
desteklemektedir. Cesitli pektik maddeleri de ifade eden 1075 - 1080 cm™ frekans
aralig1, yiiksek esterlesme derecesine sahip pektinleri veya kslioglukandaki ve diisiik
esterlesme derecesine sahip ramnogalakturonan veya [-galaktandaki C-O
halkalarinin ~ geriliminden kaynaklanan titresimleri gosterir. Ksiloglukan bir
hemiseliilozdur, ramnogalakturonan pektik bir polisakkarit ve B-galaktan ise galaktoz

polimeri olan bir polisakkarittir. Koklerde diisiik konsantrasyonda CHI-10 ve JAS
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uygulamalar1 ile yiliksek konsantrasyodaki CHI-1 uygulamasi bu molekiillerin

miktarlarinda 6nemli artigsa sebep olmustur.

Orkide koklerindeki glukomannani direkt olarak oOlcebilecek bir yontem heniiz
bulunmamistir. Bilinen diger tiim yontemler koklerden serbest haldeki glukoz ve
mannoz molekiillerinin temizlenip geriye kalan biiylik molekiiler agirliktaki
glukomananin izole edilmesine dayanir. Daha sonra bu polimer glukoz ve mannoz
olarak hidrolize edilerek her iki molekiiliin miktar1 ayr1 ayr1 hesaplanir ve bir formiil
yardimiyla glukomannan miktar1 belirlenmeye calisilir. Koklerden glukomannan
izole etmeden ve FTIR spektroskopisinin avantajlarin1 kullanarak glukoz ve mannoz
molekiillerindeki [-piranoz halkalarindan kaynaklanan titresimlerin = siddetleri
belirlenmek yoluyla glukomannan miktar1 goreceli olarak belirlenebilir. Bu
baglamda 873 cm™ frekansinda kaydedilen titresimler glukozun, 812 cm™
frekansinda kaydedilen titresimler ise mannozun [-piranoz halkasindaki C—H
biikiilmelerini vermekte oldugu bildirilmistir (Hua ve dig., 2004; Galichet ve dig.,
2001). Dolayisiyla buradan elde edilecek absorbanslarin toplami glukomannan
miktarlarinin kiyaslanmasinda kullanilabilir. Toplam absorbans degerleri géz oniine
alindiginda PG-1, PG-2, PG-8,PG-9, PG-12, PG-14, PG-15, PG-16, PG-17, PG-18,
PG-21, PG-26, PG-27 ve PG-30 besiyerleri kontrole kiyasla glukomannan
miktarlarinda artisa sebep olmuslardir. Ozellikle 1 mg-I™ IBA, 20 mg-1™ oligomerik

kitosan ve 1-2 mg-1™" TAA igeren besiyerleri en yiiksek sonuglari vermislerdir.

Ayrintili FTIR analizlerinden elde edilen sonuglara gore, calisma kapsaminda test
edilen uygulamalarin hepsi S. vomeracea bitkisi yaprak ve dokularinin o6zellikle
primer metabolitleri iizerinde farkli derecelerde yapisal ve fonksiyonel degisimlere
neden olmustur. Tespit edilen bu farkliliklar FTIR spektrumlarin bant pozisyon ve
absorbans degerlerinde yansidiklari i¢cin HCA analizi sayesinde ayn1 uygulama grubu
icin yaprak ve kok dokularmin ayrimi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu
basarili ayrim, yaprak ve kok dokulari arasindaki primer metabolitler agisindan
molekiiler farkliliklarin yani heterojenitenin varligindan kaynaklidir. S6z konusu
dokular arasindaki bu farkliliklar uygulamalarin etkisi ile birlikte FTIR
spektroskopisi ile Olgiilebilir seviyede kalmistir. Diger taraftan, yaprak ve koke ait
spektrumlarin  aym1  gruplarda kiimelenmesi ile ayni dokularin  molekiiler

benzerliklerini ortaya koymaktadir. Fakat sadece BAP uygulamasinda ¢ok basarili

140



bir ayrimin elde edilememesinin nedeni, uygulanan her bir BAP konsantrasyonunun
dokularda birbirinden bagimsiz olacak sekilde fizyolojik degisikliklere sebep
olmasidir. BAP etkisiyle gerceklesen yaprak ve kok dokularmin primer
metabolitlerinin yapisal ve fonksiyonel degisimleri, ayni dokular arasindaki
homojenite ve farkli dokular arasindaki heterojenitenin ortadan kalkmasina neden
olmustur. Bunlara ek olarak, tiim spektrumlarin katildigit HCA analizi sonucuna gore
tiim 6rneklerde her bir uygulama grubunun bir kiime i¢inde gruplanamamasi yine
ayni sekilde bazi farkli uygulamalarin benzer heterojenite ya da homojenite yarattig
anlamma gelebilir. Diger taraftan sekilden de goriildiigii lizere CHI gibi bazi
gruplarin  birbirine yakin sekilde kiimelenmesi bu uygulamalarin diger

uygulamalardan ¢ok farkli olarak ayirt edilebilir etkiler yarattigini gdstermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinin sonucunda elde edilen kazanimlar genel hatlariyla su basliklar

halinde 6zetlenebilir;

. Canliligim1 kaybetmis tohumlar1 ve/veya dollenmemis Serapias vomeracea
tohum taslaklarini yiizeysel sterilizasyon basamaginda ortamdan ayirmak i¢in pratik
bir metot gelistirilmesi.

° S. vomeracea tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi ve protokorm olusumu
icin etkili ve emsallerine kiyasla diisiik maliyetli bir besiyeri bilesimi tanimlanmasi.

. Polimerik kitosanin S. vomeracea tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi ve
bitkinin biiyiitiilmesi i¢in oligomerik kitosandan daha uygun oldugunun belirlenmesi.
o Polimerizasyon derecesinin kitosanin yapi-fonksiyon iliskisi bakimindan bitki
yetistiriciliginde 6nemli role sahip oldugunun ortaya konulmasi.

o S. vomeracea’de kitosanin hiicre duvar1 mimarisi iizerindeki etkilerin hassas
bir sekilde belirlenmesi.

o FTIR  spektroskopisinin  sundugu avantajlarin  bitki doku  kiiltiirti
uygulamalarina entegre edilmesiyle bitkide gergeklesen fizyolojik degisimlerin

molekiiler diizeyde aydinlatilmasi.

Bulgular ve tartisma 1s1ginda elde edilen ve yorumlanan sonuglar, Kimyasal
maddelerden ziyade bazi dogal katki maddelerinin S. vomeracea’nin in vitro
gelisimine daha fazla katki sagladigini ortaya koymaktadir. Kitosan ve muz
homojenat: bu baglamda verilebilecek en iyi iki 6rnektir. Oligomerik ve polimerik
kitosan denemelerinden elde edilen farkli sonuglar bitki yetistiriciliginde eger
kullanilacaksa mutlaka 1y1 karakterize edilmis kitosanin tercih edilmesini
onermektedir. Bu biyobozunur, ¢evreye zararsiz ve dogal polimer iyi karakterize
edildiginde bahge bitkileri yetistiriciliginde ve tarimda sentetik biiylime
diizenleyicilere alternatif olarak kullanilabilir. Yine de, kitosanin bu tez ¢alismasinda
ortaya konan etkilerinin bitki tlirleri arasinda farklilik  gosterebilecegi

unutulmamalidir.
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