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Ageratum houstonianum Mill’IN IN VITRO COGALTIMINDA KiTOSAN
UYGULAMALARINA BAGLI ETKILERIN iNCELENMESI

OZET

Asteraceae (papatyagiller) familyasinin bir {iyesi olan Ageratum houstonianum,
yaygin bilinen ismi “mavi vapur duman ¢igegi” olan, Meksika ve Orta Amerika'ya
Ozgii tek yillik bir siis bitkisidir.

Son yillarda kullanimi artan kitosan, mantarlarin hiicre duvarlarinda, bazi alglerde,
Crustaceae tiyelerinin ve boceklerin kabuklarinda bulunan kitinin deasetile olan
tirevidir. Kitosanin karakteristik yapisi1 asetilasyon derecesi (DA) ve polimerizasyon
derecesi (DP) ile tanimlanmaktadir. DA, kitosan zincir konformasyonu, elektrostatik
ozellikleri ve biyolojik 6zellikleri gibi kitin ve kitosanin fiziko-kimyasal 6zelliklerini
etkileyen dnemli bir parametredir.

Bu calismada A. houstonianum bitkisinin farkli konsantrasyonlarda (kontrol, 2,5, 5 ve
10 mg/L) ve DA’larda (%10 ve %20) kitosan ile muamele edilmesi sonucunda kok
say1s1, kok uzunlugu, siirgiin sayisi, siirglin uzunlugu, yaprak sayisi ve ¢imlenme orant
gibi bitki biiytime oOzelliklerine etkileri in vitro kosullarda incelendi. Calisma
sonucunda, kitosan kullaniminin kontrol grubuna kiyasla; ¢imlenmeyi geciktirdigi,
kok sayisini ve kdk uzunlugunu konsantrasyona bagli olarak 6nemli dlgiide etkiledigi,
stirgilin sayisini her iki kitosan varyantinin tiim konsantrasyonlarinda artirdigi, siirglin
uzunlugunu %20 DA’ya sahip kitosanin 10 mg/L. konsantrasyonu hari¢ artirdigi ve
yaprak sayisin1 her iki kitosan varyantinin tiim konsantrasyonlarinda azalttig
belirlendi. Kitosanin DA’sinin artmasina bagli olarak siirglin sayisi ve ¢imlenme
oraninin arttii, kok sayisinin, kok uzunlugunun, siirgiin uzunlugunun ve yaprak
sayisinin uygun konsantrasyonlarin kullanimina bagl olarak 6nemli 6l¢iide etkilendigi
bulundu. Calisma, A. houstonianum’un verimli bir sekilde in vitro gogaltiminin
yapilmasi i¢in en iyi DA ve kitosan konsantrasyonunun 2,5 mg/L - %20 DA olmasi
gerektigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Ageratum houstonianum, Asetilasyon Derecesi, Bitki Doku
Kiiltiird, In vitro Cogaltim, Kitosan.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS RELATED TO THE APPLICATIONS
OF CHITOSAN ON Ageratum houstonianum Mill.’S IN  VITRO
PROPAGATION

ABSTRACT

Ageratum houstonianum Mill., a member of the Asteraceae family, is an annual
ornamental plant native to Mexico and Central America. The species’ common name
is “blue maudlin”.

Chitosan, is a deacetylated form of chitin polymer found in the cell walls of fungi,
some algae, Crustaceae members, and the shells of insects. The characteristic structure
of chitosan is defined by the degree of deacetylation (DA) and degree of
polymerization (DP). DA is an important parameter that affects chitin's and chitosan's
physicochemical properties, such as chain conformation, electrostatic properties, and
biological properties.

In this study, as a result of the treatment of A. houstonianum with chitosan at different
concentrations (control 2,5, 5 and 10 mg/L) and DAs (10% and 20%), the effects on
plant growth characteristics were investigated. As a result of the study, chitosan
biopolymer delayed the germination, significantly affected the root number and root
length depending on concentration, increased shoot number at all concentrations,
increased shoot length except 10 mg/L - 20% DA treatment, and decreased leaf number
at all concentrations in comparison with the control. It was observed that the number
of shoots and germination increased depending on the increase in DA of chitosan,
while the number of roots, root length, shoot length, and the number of leaves were
significantly affected depending on the use of appropriate concentrations. The study
showed that the optimal DA and concentration of chitosan should be 2,5 mg/L - %20
DA to establish an efficient in vitro propagation system for A. houstonianum.

Keywords: Ageratum houstonianum, Degree of Acetylation, Plant Tissue Culture, In
vitro Propagation, Chitosan.



GIRIS

Bitki doku kiiltiirii veya bir baska deyisle hiicrelerin, dokularin, organlarin ve
bilesenlerinin aseptik kiiltiirii; in vitro kosullar altinda, fiziksel ve kimyasal olarak
temel, uygulamali ve ticari alanlarda kullanilan 6nemli bir tekniktir. Kokeni, 20.
yiizyilin baglarinda Alman bilim insan1 Haberlandt’in ¢aligmalarina dayanmaktadir.
Yapilan ilk calismalarda elde edilen veriler 1s181nda kok kiiltiirleri, embriyo kiiltiirleri
ve ilk gercek kallus kiiltiirleri ile ilgili ¢aligmalar gerceklestirilmistir. 1940 ve 1960
yillart arasinda yeni tekniklerin gelistirilmesi ile bitki doku kiiltiiriiniin uygulama alani
geniglemistir [1]. Bu donemde ¢ogunlukla hiicre davranisi, bitki modifikasyonu,
patojen igermeyen bitkiler ve germplazma depolamasi alanlarinda calismalar
gerceklestirilmistir. 1960’larin sonrasinda ise klonal ¢ogaltim ve ikincil metabolitlerin
eldesi alanindaki ¢alismalar 6ne ¢ikmaktadir. In vitro teknolojilerinin artmasi ile
birlikte 1990 yilindan itibaren daha fazla sayida bitki tiirii iizerinde calismalar
gerceklestirilmeye baslanmistir. Bitki doku kiiltiirii, giinlimiizde molekiiler biyoloji ve
tarimsal biyoteknoloji ¢aligmalar1 basta olmak {izere bir¢ok alanda 6nemli bir arag

olarak kullanilmaktadir.

Niifiis artis1, ¢arpik kentlesme ve bunlarin sonucunda meydana gelen doga tahribati ile
birlikte siis bitkilerinin yayilisi, kullanim alanlar1 ve tiretilmesi bu durumdan olumsuz
etkilenmektedir. Bu etkilerin olabildigince 6nlenebilmesi ve azaltilabilmesi i¢in in
vitro tekniklerden yararlanilmaktadir. Ageratum houstonianum Mill., Asteraceae
familyasina ait, mavimsi-mor ciceklere sahip tek yillik bir siis bitkisidir [2]. Meksika
ve Orta Amerika’ya 6zgii olan bu tek yillik bitki kesfedildikten kisa bir siire sonra siis
bitkisi olarak Avrupa’ya getirilmistir [3].

Kitosan (CHI), ¢cok sayida fizikokimyasal ve biyolojik dzellige sahip, kitin polimerinin
deasetile edilmesi ile elde edilen bir polisakkarittir [4]. Atik su aritimi1, tarim, kozmetik
ve gida isleme gibi bir¢ok cesitli alanda kullanilabilen kitosan; biyouyumluluk,
biyolojik olarak parcalanabilirlik ve biyoaktivite gibi Ozellikleri ile 6n plana
cikmaktadir [5, 6]. Kitosanin da yapisinda bulunan asetil gruplart Kitin igeriginde



%80’den fazladir. Kitindeki bu asetil gruplari g¢ikarilarak kitosan olusturulur [7].
Asetilasyon derecesi (DA) kitin biyopolimeri igerisinde bulunan N-asetil-D-
glukozaminin oranini temsil eder. Kitin, DA’nin %50’nin altinda oldugu durumda
kitosan olarak adlandirilmaktadir [1]. Kitosanin DA ve polimerizasyon derecesi (DP)
gibi Ozellikleri degistik¢e bitkilerdeki fizyolojik etkilerinin ve bunlarin sonucunda
ortaya ¢ikan gelisimsel farkliliklarin da 6nemli derecede etkilendigi bir¢ok raporda

bildirilmigtir.

Bu tez ¢alismasi Kocaeli Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’ndeki
Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda A. houstonianum Mill. bitkisi kullanilarak kitosan
oligomerlerinin DA’smin bitki biiylimesine etkilerinin incelenmesi ve siis bitkilerinin
yetistirilmesinde hangi DA ’ya sahip kitosanin kullanilmasinin uygun olacagini belirlemek

tizere yapildi.



1. GENEL BiLGILER

1.1. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiiri, bitki hiicrelerinin, dokularinin ve organlarinin aseptik ortam
sartlarinda, kontrollii 151k, sicaklik ve nem kosullar1 altinda kiiltiire alinmasi igin
kullanilan bir tekniktir [8]. Bitki biiyiime diizenleyicilerin kesfi ve karakterize edilmesi
ile ilgili yapilan calismalar bitki doku kiiltiirii tekniginin bir bilim dali olarak
gelistirilmesinde rol oynamistir. Bitki doku kiiltiirii arastirmacilara hiicre ve dokularini
biiyiitme ve gelisimlerini kontrol edebilme imkani1 saglamaktadir. Bu teknik ayni
zamanda tarihte, tarim ve siis bitkileri yetistiriciligi gibi uygulama alanlarinin temelini

olusturmaktadir.

Bitkilerin dokular1 ve organlari iizerinde kontrollii laboratuvar deneyleri yapilmasi
Alman botanik¢i Gottlieb Haberlandt’in 1898 yilinda tamamen farklilasmis hiicreleri
kiiltiire almasi ile gerceklesmistir. Calismada yapraklardan izole edilmis hiicrelerin
biiyiimesi ve canli kalmasi saglanmig fakat besi ortaminda gerekli bitki biiylime
diizenleyicilerin eksikligi sebebi ile ¢ogaltimi miimkiin olmamistir. Haberlandt’in
caligmalarinda hedefledigi hiicre boliinmesinin saglanmasi oksinlerin kesfedilmesinin
ardindan miimkiin hale gelmistir [9, 10]. Yirminci yiizyilin baslarinda steril ¢alisma
yontemlerinin gelistirilmesi ve bitki biiylimesi i¢in vitaminlere ve biiyiime artiricilara
ithtiya¢ duyuldugunun fark edilmesi ile birlikte bitki doku kiiltiirii calismalar1 gelisim
gostermistir. Robbins ve Kotte, 1922 yilinda izole edilmis kdk uclarinin basarili bir
sekilde biiylimesini saglamiglardir. Bitki hiicre kiiltiiriinde biliylime ve boliinme siireci
ilk kez domates bitkisinin koklerinin kiiltiirlerini olusturmay1 basaran White tarafindan
gerceklestirilmistir. Ball, 1946 yilinda siirgiin ucundan biitlin bitkiyi elde ederek
giinimiizde in vitro vejetatif ¢ogalma olarak bilinen teknigi ilk kez basari ile

gerceklestirmistir [11].

Bitki doku kiiltiirti alaninda gergeklestirilen ¢alismalarda elde edilen veriler vasitasiyla
bitki fizyolojisi ve biyoteknolojisi alanlarinda bir¢ok gelisme saglanmigtir. Bitki hiicre

ve doku kiiltiirii deneylerinin in vitro kosullarda gergeklestirilmesi arastirmalarda



bliyiik avantaj saglamaktadir. Bu avantajlardan bazilar1 ¢ok sayida alt kiiltiir
olusturulabilmesi, bitki gelisiminin kisa slirede tamamlanabilmesi, bitkinin geligimi
icin optimum kosullarin tespit edilip uygulanabilmesi sayilabilir. Bitki biiylimesi,
hiicre boliinmesi ve biyokimya analizleri i¢in temel diizeyde kullanilan bitki doku
kiiltiiri, gelisen teknoloji ile birlikte ¢ok daha farkli alanlarda kullanilmaya
baglanmistir. Bitki doku kiiltiirii uygulamalar1 temel, ekonomik ve ticari uygulamalar
olarak 3 grupta incelenebilir. Bitki doku kiiltiirii tekniginin farkli uygulama alanlar
Sekil 1.1°de verilmistir [12].
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Sekil 1.1. Bitki doku kiiltiirti tekniginin farkli uygulama alanlari [12]

In vitro kiltiir teknikleri gliniimiizde ticari 6neme sahip bitkilerin tiretilmesi, ender
goriilen tiirlerin hizli ve etkili bir bicimde ¢ogaltilmasi, bitki genom transformasyonu
ve saglikli bitki {iretimi i¢in ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir [13]. Kullanilan
materyale bagli olarak bitki doku kiiltiirii teknikleri 5 grupta incelenebilir. Bu
teknikler: kallus kiiltiirii, meristem kiiltiirdi, hiicre kiiltiirii, organ kiiltiirii ve protoplast

kiltiirii olarak adlandirilmaktadir [14].

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan bitkilerin ihtiyaglarini karsilayabilmek
icin farkli besi ortamlar1 kullanilabilir. Bu besi ortamlarinin en ¢ok bilinen ve yaygin
olarak kullanilan1 Murashige & Skoog (MS) besi ortamidir [15]. Bu besi ortamlarinin
igerikleri su sekilde gruplanabilir: mikro elementler, makro elementler, vitaminler,
sekerler, katilastiric1 ajanlar, aminoasitler, bitki biiyiime diizenleyicileri ve zaman

zaman besiyeri pH’sini dengede tutmak i¢in kullanilan tamponlar [16].



1.2. Kitosanin Genel Ozellikleri

Kitosan (CHI), mantarlarin hiicre duvarlarinda, baz1 alglerde, Crustaceae tiyelerinin
ve boceklerin kabuklarinda bulunan deasetile halde olan kitin polimeridir [17]. Kitin,
yapisinda N-asetil-D-glukozamin bulundurur ve bu asetil gruplar kitin igeriginde
%80’den fazladir. Bu asetil gruplar deasetillenerek D-glukozamine doniistiiriiliir ve

kitosan1 olusturur. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1 Sekil 1.2°de belirtilmistir [7].
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Sekil 1.2. Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1 [7]

Henri Braconnot’un 1811 yilinda yaptig1 mantarlar ile ilgili ¢alismada kitin veya poli
(B-(1 — 4)-N-asetil-D-glukozamin) ilk kez kesfedilmistir [18]. Sonraki yillarda yapilan
calismalarda boceklerin dis kabuklarinda da bulundugu kesfedilen kitin, dogrusal bir
polisakkarittir ve biyolojik olarak dogaya geri kazandirilabilir ve tiretim hiz1 en yliksek

maddelerden biridir [19].

Kitinin ticarette ana elde kaynaklari karides ve yengeg kabuklaridir ve kitin endiistriyel
ortamda asit isleme ile CaCOz (kalsiyum karbonat)’iin ¢oziilmesi ve ardindan
proteinleri bazik bir ¢ozelti ile ¢ozerek 6ziitlenmesi ile elde edilir [20]. Ayrica Kitin
icerisindeki pigmentleri ayristirabilmek icin prosese renksizlestirme adimi eklenebilir
[21]. Mantarlardan ve deniz hayvanlarinin kabuklarindan kitin eldesi Sekil 1.3°te

verilmistir.
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Sekil 1.3. Mantarlardan ve deniz hayvanlarinin kabuklarindan kitin eldesi [20]

CHI kullaniminin temel amaglarindan biri in vitro sistemlerde ve gelisme kabiliyetini
stirdiiren bitkilerde yararli bilesikler {iretilmesinin saglanmasidir [22]. CHI
kullanilarak gergeklestirilen c¢alismalarda lignin biyosentezi ve hiicre duvari
lignifikasyonunun artis gosterdigi ve bu durumun bitki 6rneklerinde siirgilin olusmasini
destekledigi gosterilmistir [23]. CHI, bitkiler i¢in savunma mekanizmasini uyaran bir
faktor olmasmin yani sira dogal bir bitki biiylime arttirict (BBA) olarak da
kullanilmaktadir [24]. CHI, ilging 6zellikleri nedeniyle ¢esitli endiistriler tarafindan
kullanilan dogal ve giivenli bir iiriindiir. Kitosanin bitki biiylimesini tesvik ettigi,
yenilebilir tirtinlerin giivenligini korudugu ve ¢esitli bahgecilik iirinlerinde abiyotik
ve biyotik stres toleransini indiikledigi diistiniilmektedir. Yenilik¢i ¢alismalarda,
dengeli ve siirekli bir beslenme yoluyla mahsul biiylimesini tesvik etmek icin giibreler,
herbisitler, pestisitler ve mikro besinler igerisine kitosan biyopolimeri
sentezlenmektedir. Ek olarak, kitosan nanopartikiilleri bitki transformasyonu i¢in

giivenli bir sekilde genetik materyal saglayabilmektedir. [25].

CHI biyopolimeri kullaniminin glutamin sentetaz, proteaz gibi azot enzimlerinin

aktivasyon diizeylerini artirarak bitki 6rneklerinin biiyiime gelismesine olumlu etkileri



ortaya konmustur [26]. In vitro teknikleri ile gogaltilan bitkilerin, CHI biyopolimerine
kars1 gosterdigi tepkiler kitosanin polimerizasyon ve/veya asetilasyon derecelerine

baghdir [27].

DA, CHI zincir konformasyonu, elektrostatik 6zellikleri ve biyolojik 6zellikleri gibi
kitin ve kitosanin fiziko-kimyasal 6zelliklerini etkileyen 6nemli bir parametredir. Ayni
zamanda biyolojik Ozellikleri, ©rnegin lizozim tarafindan biyolojik olarak

parcalanmayi, yara iyilestirme 6zelliklerini ve yeni doku gelistirmeyi etkilemektedir

[6, 28].

Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen CHI, dogal olarak veya alkali muameleden
gecirilerek pozitif yiiklii bir polisakkarit haline gelmektedir. Kitosan sulu asidik
sollisyonlarda veya organik asitlerde ¢coziinmektedir. Kitinin kitosana doniistiiriilmesi
icin asitte ¢ozdiirlilmesi gerekmektedir. Asitte ¢ozdiiriilen kitin polimerinin DA’s1 %
0-50 mertebesine ulastiginda kitosan biyopolimeri elde edilmektedir. Kitosanin DA’s1
azaldik¢a kristal yap1 olustugundan asitte ¢oziiniirliigii zorlasmaktadir. Kitin ve

kitosanin nicelligi asitte ¢ozlinme durumuna gore degerlendirilebilmektedir [29].

Kitosanin deasetilasyon derecesi (DD), N-asetil-D-glukozaminin, D-glukozamine
donlisme orani olarak tanimlanmaktadir. Bazi ¢aligmalarda kitinin DA’s1 ad1 altinda
bu oranin tersi kullanilabilmektedir. Deasetilasyon prosesinde kitinin DD’si %50
oranini gegtiginde kitin sulu asidik ortamda ¢oziinebilir hale gelir ve CHI elde edilmis
olur [30]. Polimerizasyon derecesi (DP) ise kitosan biyopolimerinin monomer sayisi
olarak tanimlanir. CHI biyopolimerinin DP’si 20’nin altinda ise kitosan oligomeri
olarak adlandirilir. Kitosanin biyolojik davraniglar1 DP ve DA derecelerinden
etkilenmektedir [31]. Kitosanin bitki biiylimesi iizerindeki etkileri DP ve DA’ya bagh
olarak farklilik gosterebilmektedir [27]. Bir polimerdeki monomerik birimlerin
sayisini temsil eden DP ve N-asetillenmis glukozaminin molar fraksiyonu olan DA,
bitkilerin tepkilerini etkileyen ana molekiiler 6zelliklerden ikisidir [32]. Esdeger
sartlarda tiretilen ve birbirleri ile benzerlik gosteren kitin hammaddelerinden iiretilen
kitosanlar arasinda DD, ortalama molekiil kiitlesi ve kiitle dagilimi agisindan
farkliliklar olabilir. Hammaddenin benzer olmasina karsin s6z konusu degerleri farkli
olan iki kitosan biyopolimeri fiziksel ve biyolojik acidan farkli davranislar

sergileyebilir. Bu farkliliklarin ortadan kaldirilmasi i¢in kimyasal veya enzimatik



hidroliz ile DD’ye NaOH miidahalesi yapilarak azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir
[33, 34].

CHI biyopolimeri kitinaz ve glukanaz gibi savunma genlerini ve reaktif oksijen
tiirlerinden (ROS) siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz enzimlerini uyarir.
Kitosan bitki gelisimini etkileyen, stres duyarliligin1 degistiren ve patojenik direng
olusturan bir biyopolimerdir. Bu etkilerden hangilerinin goriilecegi veya baskin
olacag1 kitosanin elde edildigi ana maddeye ve konsantrasyonuna, c¢alismanin
gergeklestirildigi bitki tiiriine ve bu bitkinin gelisme karakteristigine gore degisiklik
gosterebilir [33]. CHI biyopolimeri kullanilan bitkilerde savunma sistemleri farkli
tepkimelerin ve enzimlerin aktif hale gelmesi ile olusabilir. CHI ile bitki arasinda
olusan etkilesim sonucu; Hidrojen peroksit (H202) iiretimi ile oksidatif tepkime
gerceklesmesi, biyosentezde oOnemli bazi bitki savunma enzimlerinin aktif hale
gelmesi, ROS sisteminde katalaz ve peroksidaz gibi enzimlerin aktif hale gelmesi
sonucunda bitki savunma sistemleri uyarilir [35, 36]. CHI, kuraklik ve sicaklik gibi
cevresel streslere karsi1 direng olusturabilir [37]. Ayn1 zamanda kitosan kullaniminin
bitkideki klorofil miktarini artirdig1 ve bu sayede fotosentez artisi ile bitki biiyiimesini
olumlu etkiledigi ortaya konmustur. Baz1 bitkilerde ise bitki yapraklarina uygulanan
kitosan, yaprak sayisi, yaprak boyutu, siirgiin sayisi, koklerin taze ve kuru

agirliklarinin artisini tetikler ancak klorofil miktarini degistirmez [26,38].

1.3. Kitosan ile gerceklestirilen bazi calismalar

Nge ve dig. (2006), yaptiklar1 ¢alismada karides ve mantardan elde edilen farkl
molekiiler agirliktaki kitosan oligomerlerinin in vitro kiiltiirlerine uygulanmasi sonucu
Dendrobium phalaenopsis‘de meristem kiiltiirii ve protokorm olusumuna etkilerini
incelemistir. Calismada kontrol grubu ile karsilastirilan kitosan uygulanan bitkilerde
protokorm benzeri yapilarin olusumunun en iist diizeyde oldugu gruplarin karides
kokenli ve 1 kDa molekiiler agirliktaki CHI uygulanmis olan orkideler oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte aym1 c¢alismada 10 kDa molekiiler agirliktaki fungal
kokenli kitosanin 1 kDa molekiiler agirlikli karides kokenli kitosandan daha etkin

oldugu gosterilmistir [17].

CHI biyopolimeri takviye edilmis kiiltiir ortaminin kullanilmasi, in vitro kiiltiirde

bitkiciklerin kok ve siirgiin biyokiitlesini, fotosentezini ve ilgili parametrelerini



arttirmigtir. CHI, 6zellikle olgunlasmamis bitkilerde veya doku kiiltiiriinde orkide
tiretimi i¢in bitki biliylimesini arttirict olarak kullanilabilmektedir. Dendrobium
"Missteen" bitkisinin siirglin uzunlugunu artirmaktadir. Kitosan, giberellinler gibi
bitki hormonlarini sentezlemek igin bir molekiiler sinyal yolagini tetikleyebilir. Ek
olarak CHI, oksin biyosenteziyle ilgili bazi sinyal yolaklariyla biiyiimeyi ve gelismeyi
artirabilir [39, 40].

Kitosanin ¢ilek bitkisinin yapraklarina uygulanmasinin bitki biliyiimesi, verimi ve
meyve kalitesi lizerine etkilerinin incelenmesi i¢in 2007 ve 2008 yillariin iki
sezonunda tarla deneyleri yapilmistir. Bitki ornekleri killi-balgiklt bir toprakta
yetistirilmistir. CHI ¢dzeltisi, ekimden on hafta sonra 0 (kontrol), 1, 2, 3 ve 4 cm®/L
konsantrasyonlarinda dort hafta arayla iicer kez piiskiirtiilmiistiir. Veriler, kitosan
uygulamasimin siirgiin uzunlugunu, yaprak sayisini, yapraklarin taze ve kuru
agirliklarini ve verim bilesenlerini (adet ve agirlik) iyilestirdigini gostermistir. En iyi
sonug 2 cm®/L konsantrasyonunda elde edilmis olmakla beraber tiim konsantrasyonlar
kontrol grubundan daha iyi etkiler gostermistir. Tiim konsantrasyonlar i¢cin meyvelerin

ortalama agirliklar1 ve kaliteleri benzer 6zellikler gostermistir [41].

CHI uygulamasinin Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn'in bitki gelisimi ve ¢igek
kalitesi lizerine etkileri aragtirtlmistir. CHI biyopolimeri i¢eren (% 1, m:m) bir toprak
karigiminin uygulanmasi biiyiimeyi 6nemli 6l¢lide artirirken, % 0,1 CHI igceren laktik
asit ile tohumun kaplanmasi etkisiz olmustur. Kitosanla muamele edilmis toprakta
yetistirilen bitkiler, kontrol bitkilerinden 15 giin 6nce ¢i¢ek agmustir ve kontrol
bitkilerine ve kitosanla muamele edilmis tohumlara kiyasla kesme ciceklerin sayisi ve

agirliginin daha fazla oldugu belirlenmistir [42].

Acemi ve Kiran Acemi (2019), Ipomea purpurea bitkisinin farkli DP ve
konsantrasyonlarda CHI biyopolimeri ile muamele edilmesi sonucunda fotosentetik
pigment, protein ve kuru madde igerigindeki degisiklikler ve bitki yapraklari {izerine
etkileri arastirilmistir. |. purpurea'nin nodal eksplantlari, 2-15 arasi ve 70 DP’ye sahip
CHI karigimlarmin 5, 10 ve 20 mg/L konsantrasyonlarindaki besi ortamlarinda kiiltiire
alinmigtir. Hem oligomerik hem de polimerik CHI muamelelerinin, kontrol grubuna
kiyasla yapraklarda klorofil-a igerigini artirdigi bulunmustur. Polimerik kitosan,

Klorofil-b ve karotenoit sentezini oligomer karisimindan daha etkili bir sekilde



uyarmistir. Ayrica, 10 mg/L polimerik CHI, I. purpurea'daki toplam protein tiretimini
ve bitki kuru madde igerigini daha iyi tetiklemistir. Bu c¢alismanin sonuglari,
fotosentetik pigment, protein ve bitki kuru madde iiretimi {izerindeki uyarici
etkilerinden dolayl, diisiik konsantrasyonda CHI oligomerlerinin ve orta
konsantrasyondaki polimerlerin, siis bitkileri icin bitkiyi etkileyebilecek giivenli ve

dogal biyostimiilantlar olarak kabul edilebilecegini gostermistir [43].

Asghari-Zakaria ve dig. (2009), kitosanin patates mikrogogaltiminda bitkicik
bliylimesi ve mini yumru ile c¢ogaltim verimliligini artirmak i¢in ¢alisma
gerceklestirmistir. Calismada in vitro kosullar altinda MS besi ortamina 0, 5, 15, 50,
150, 500, 750 ve 1000 mg/L CHI eklenmistir. Calisma sonucunda 750 ve 1000 mg/L
CHI konsantrasyonlarinda  kiiltir  ortamimin  katilasgamadigi, 500 mg/L
konsantrasyondaki CHI uygulamasinin siirgiiniin taze agirligini arttirdigi, daha disiik
konsantrasyonlarda ise bu 6zelligi etkilemedigi ortaya koyulmustur. 5 ve 15 mg/L
konsantrasyonlarindaki kitosan, in vitro bitkiciklerin koklerinin taze ve kuru
agirliginda 6nemli bir artisa neden olurken, daha yiiksek konsantrasyonlarda ciddi bir
azalma gozlemlenmistir. 500 mg/L CHI uygulamasinda, kontrol bitkiciklerine kiyasla
mini yumru sayisinda ve veriminde 6nemli artig meydana gelmistir. Test edilen daha
diisiik konsantrasyonlarin verim parametreleri iizerinde hicbir etkisi olmamustir.
Mevcut sonuglar, ¢6ziiniir kitosanin, in vitro fidanlardan patates tohumu tiretimine

basariyla uygulanabilecegini gostermektedir [44].

Putalun ve dig. (2007), Asteraceae familyasinin 6nemli bir tibbi bitkisi olan Artemisia
annua L. (pelin otu veya tath pelin otu) tizerinde kitosanin sagak kok gelisimine
etkilerini incelemislerdir. Calismada 50, 100 ve 150 mg/L konsantrasyonlarinda CHI
biyopolimeri igeren MS besi ortami kullanilmistir. Sacak kok gelisimine en yiiksek
etki, kontrol grubuna oranla 6 kat kuru agirhik artisi saglayan 150 mg/L
konsantrasyonundaki CHI biyopolimeri ile elde edilmistir [45].

Kanchanapoom ve dig. (2012), Lilium longiflorum Thunb. (zambak) bitkisinin CHI
ve benziladenin (BA) ile muamele edilmesi sonucunda siirgiin gelisimine olan etkileri
incelemisglerdir. Caligmada 0, 5, 10, 15, 20 ve 25 mg/L konsantrasyonlarinda CHI
biyopolimeri ve 0, 1, 3 ve 5 mg/L BA kullanilarak hazirlanan MS besi ortamlarimin

tamaminda siirgiin olusumu goézlemlenmistir. Kitosanin tek basina uygulanmasinin
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slirglin sayisinda en iyi sonuglar verdigi ve CHI konsantrasyonu arttik¢a siirgiin ve
yaprak sayisinin arttigi belirtilirken, belirtilen konsantrasyonlarda CHI ile 5 mg/L
BA’nin birlikte uygulanmasi durumunda CHI konsantrasyonu arttik¢a siirgiin

sayisinin azaldig1 gézlemlenmistir [46].

Lopez-Moya ve dig. (2017), Arabidopsis thaliana bitkisinin CHI ile muamele
edilmesinin kok uzunlugu, taze agirlik, yaprak sayisi ve ¢igeklenme siiresine etkilerini
incelemislerdir. Calismada 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 ve 2 mg/ml konsantrasyonlarinda
CHI biyopolimeri kullanilmistir. Calisma sonucunda CHI konsantrasyonu arttik¢a kok
uzunlugu ve taze agirligin azaldigi ve yaprak sayisimin 0,5, 1 ve 2 kitosan
konsantrasyonlarinda  azaldigi ve diger konsantrasyonlarda degismedigi
gbzlemlenmistir. Ciceklenme siiresinin tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna
kiyasla daha kisa siirede gergeklestigi goriilmistiir. A. thaliana koklerinde CHI
konsantrasyonuna bagli oksin sentezi, tasinmasi ve sinyallesme degisiklikleri
gozlemlenmistir. Sonug olarak; yiiksek doz CHI, kok apikal meristeminde WOX5

ekspresyonunu azaltmig ve kok biiytimesini baskilamustir [47].

Anusuya ve Sathiyabama (2016), 30 giinliik Curcuma longa L. (zerdegal) bitkisinin
yapraklarina CHI (%0,1, m:v) biyopolimerini 210 giinliik olana kadar piiskiirtme yolu
ile muamele etmislerdir. Bitki bagina giinde 6 ml CHI uygulamas1 yapilmistir. Calisma
sonucunda; CHI uygulamasinin kontrol bitkilerine kiyasla siirgiin uzunlugu ve yaprak
sayisini artirdigr gozlenmistir. Bitkilerin taze agirliginin 6zellikle 5. aydan itibaren
artis gosterdigi belirtilmistir. Zerdecal bitkisinde bulunan kurkumin pigmenti kontrol
grubunda 8,64 mg iken CHI ile muamele edilen bitkilerde 35,87 mg olarak
Ol¢iilmiistiir. Calisma, kitosanin zerdegal bitkilerinin biiylime ve kurkumin igerigini
artirmasinin yani sira savunma tepkilerini indiiklemek icin ¢evre dostu bir bilesik

olarak kullanilabilecegini gostermektedir [48].

Kiang ve dig. (2004), bitkiler disinda HEK 293 (embriyonik bobrek hiicresi), SW 756
ve HelLa (rahim hiicreleri) hiicrelerine farkli molekiiler agirliklarda (390 kDa, 209 kDa
ve 138 kDa) ve DD’lerde (%62, %70 ve %90) CHI biyopolimeri kullanimimin gen
transferine etkilerini incelemislerdir. Calismada; farkli molekiil agirliklarinin ve farkli

DD’lerin gen transferi etkinliginde farkliliklar olusturdugu ortaya koyulmustur. Sonug
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olarak; in vitro ¢alismalarda %62 ve %70 DD’ye sahip kitosanlarda %90 DD’ye gore
daha fazla gen transferi saglandig belirtilmistir [49].

Kulikov ve dig. (2006), Phaseolus vulgaris L. bitkisinin CHI biyopolimeri
kullanilarak ¢ogaltiminda antiviral etkileri incelemislerdir. Calismada 10 ve 100 ug/ml
konsantrasyonlarinda, 700 kDa molekiiler agirliga ve %85 DD’ye sahip CHI
biyopolimeri kullanilmigtir. Calisma sonucunda; kitosanin molekiiler agirlig
azaldikca antiviral aktivitelerin arttigi belirtilmistir. Bu durumun diisiik molekiiler
agirliktaki kiiglik CHI molekiilerinin bitki hiicrelerine daha iyi niifuz edebilmesinden

kaynaklandig1 vurgulanmistir [50].

Falcon ve dig. (2008), Nicotiana tabacum bitkisi tizerinde 250, 500 ve 1000 mg/L
konsantrasyonlarinda ve %1, %12 ve %36,5 DA’ya sahip CHI kullaniminin
patojenlere kars1 etkilerini aragtirmislardir. CHI uygulamasi bitki lizerine spreyleme
ve tohum kaplamasi yoluyla gergeklestirilmistir ve patojenlere karsi direng yaratmistir
ve CHI ile tohum kaplamasi yapilan bitkilerde hastalik direnci saglandig1 gozlenmistir.
Farkli DP ve DA’larda direngler farklilik gostermistir. Patojen direncinin en yiiksek
oldugu DA’lar %1 ve %36,5 olarak belirtilmistir [51].

Salachna ve Zawadzinska (2014), Freesia (frezya) bitkisinin biiylime ve
ciceklenmesine CHI biyopolimerinin etkilerini incelemislerdir. Calismada 2, 50 ve
970 kDa (sirasiyla diisiik, orta ve yiiksek) molekiiler agirliklarinda ve %85 DD’ye
sahip CHI biyopolimeri kullanilmistir. Calisma sonucunda; yiiksek konsantrasyonda
CHI kullaniminin siirglin uzunlugunu, yaprak sayisini ve klorofil igerigini artirdig: ve
tiim konsantrasyonlarda bu o6zelliklerin kontrol grubuna kiyasla daha iyi oldugu
belirtilmistir. Orta konsantrasyonda en yliksek siirgiin sayisi elde edilmistir.
Ciceklenme siiresi tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla daha iyi olup

yakin 6zellikler gostermistir [52].

Pornpienpakdee ve dig. (2010), farkli DD ve konsantrasyonlarda oligomerik ve
polimerik CHI kullaniminin  Dendrobium  orkideleri tizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Calismada sirasiyla %70, %80 ve %90 DD’ye sahip polimerik (P-70,
P-80, P-90) ve oligomerik (O-70, O-80, 0O-90) CHI biyopolimerleri 10, 20, 40 ve 80
mg/L. konsantrasyonlarinda kullanilmistir. Calisma sonucunda; protokorm olusumu

oncesi hayatta kalma oraninin en 1yi 10 mg/L ve 20 mg/L P-70 konsantrasyonlart ile
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saglanabildigi, protokorm (¢imlenme sonrasi olusan yapi1) ¢ogaltimi i¢in en uygun CHI
biyopolimerlerinin 10 mg/L P-70 veya 20 mg/L P-90 oldugu, bitkicik miktar1 ve
kalitesinin 10 mg/L O-80 ve P-80 konsantrasyonlarinda en yiiksek mertebeye ulastigi,
stirgiin uzunlugunun tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek ve
en iyi sonucun 10 mg/L P-80 konsantrasyonu ile elde edildigi, kok uzunlugunun tim
konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek ve en iyi 10 mg/L ve P-80 ve
0-90 konsantrasyonlarinda goriildiigii, siirgiin sayisinin ise uygun konsantrasyonlar ile
arttig1 ve en yiiksek siirgiin sayisinin 10 mg/L O-70 ve O-80 konsantrasyonlarinda elde
edildigi  belirtilmigtir. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde tek bir
konsantrasyonun tiim Ozelliklere en iyi etkileri saglayamadigi da ozellikle
belirtilmistir. Gelistirilmesi istenen farkli 6zellikler i¢in farkli biiyiime periyotlarinda
uygun konsantrasyonlarin kullanimi durumunda bitki biiylimesi olumlu yonde

tetiklenebilmektedir [53].

1.4. Cahismada Kullanilan Bitki Hakkinda Genel Bilgiler

1.4.1. Asteraceae familyasi

Asteraceae (Compositae) yaklasik 1.620 cinsi ve 23.600'den fazla tiirii ile en biiyiik
cicekli bitki ailesidir [54]. Bu familya Antarktika hari¢ diinya genelinde
goriilmektedir. Familya iiyeleri ozellikle Kuzey Amerika, And Daglari, Dogu
Brezilya, Giiney Afrika, Akdeniz bolgesi, Orta Asya ve Glineybat1 Cin'in tropikal ve
subtropikal bolgelerinde gesitlilik gosterir. Asteraceae tiirlerinin ¢ogu otsudur, ancak
familyanin 6nemli bir tyesi, Ozellikle Kuzey ve Giiney Amerika, Afrika ve
Madagaskar'in tropikal bolgelerinde ve Atlantik ve Pasifik Okyanuslarindaki izole
adalarda ortaya ¢ikan ¢alilar ve hatta agaglardan olusur. Pek ¢ok aycicegi tiirii arsizdir
ve ozellikle bitkilerin gelisim gdstermesi igin zor sayilabilecek bolgelerde dahi bol
miktarda bulunur ancak bunlarin 6nemli bir kismi, 6zellikle daglik tropikal bolgelerde,
dar endemiktir. Daglik tropikal bolgelerde insan yayilmasinin hizlandirdigi kontrolsiiz
habitat doniisiimii nedeniyle, bu tiirlerin bir kismi sonug¢ olarak nesli tilkenme
tehlikesiyle karsi karsiyadir. Bu familya, yenilebilen yaglarin, tatlandiricilarin ve ¢ay
karisimlarinin 6nemli kaynaklar1 olan birkag tiirii igerir. Familyanin gesitli cinslerinin
tiyeleri peyzaj alanlarindaki kullanimlar ile tanmir ve diinya ¢apinda bahgelerde
popiilerdir. Bu bitkilerden baslicalari; papatya, zinnia, kadife ¢igegi, yildiz ¢igegi ve

krizantem (kasimpati) olarak 6ne ¢ikmaktadir [55].
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1.4.1.1. Asteraceae familyasimin karakteristik ozellikleri

Familyada bulunan bitkiler birkag istisna disinda, bir kapitulum veya bas, bir okiiler
ovaryum ve tek ovul ve yapiy1 ¢evreleyen kaynasmis anterlerden olusur. Kapitulum
(tepecik), 1 ila yiizlerce ayr1 gigek igerebilen 6zel bir rastgele ¢igeklenme seklidir.
Kapitulumdaki ¢iceklenme dizisi neredeyse her zaman disaridan merkeze dogrudur,
yani merkezcildir. Cigekler diiz, i¢biikey, digbiikey veya nadiren siitunlu olabilen
genisletilmis bir siirgiin olan disk veya yuva iizerine oturur. Disk ve ¢igekler, filler adi
verilen ve toplu olarak bir tutulum olusturan parantez veya yaprak benzeri yapilarla
cevrilidir. Filler, tek sira halinde diizenlenebilir ve esdeger uzunlukta olabilir veya
uzunluklar esit olmayabilir. Cogu ay¢igeginin ¢esitli diziliglere sahip filler yapilar
vardir. Imbrikat (iist iiste binmis diizensiz yapilar) yapisindaki bitkiler, familyada en
yaygin goriilen ve ¢ok sayida filler dizisinin birbiriyle Ortiistiigii enginar (Cynara
cardunculus) ile 6rneklenir. Bazi tiirlerde en distaki filler bazen yapraklara benzer.
Reseptakulum (¢igek tablasi) ¢iplak olabilir veya bazen her bir ¢icegi gevreleyen
cikintilar, pullar veya killar denen yapilara sahip olabilir [56].

Disk Kismi (Disi ve Erkek Organlar)

— )

Isin Yaprak

@QQ Y, (70@

Reseptakulum Filler

Sekil 1.4. Asteraceae familyasinin karakteristik yapisi [57]

Asteraceae'de ikisi aktinomorfik ve dordii zigomorfik olmak iizere alti tiir korolla
vardir. Aktinomorfik korollalar, yukaridan bakildiginda bes kollu yildiza benzeyen bes
esdeger lobdan olusur ve normalde disk korollasi olarak adlandirilir (disk alaninin
cogunu kapladiklar i¢in). Zigomorfik korollalar, bazi tiirleri birka¢ siraya sahip

olmasima ragmen cogunlukla kapitulumdaki tek siradan olusur. Bilabiat korollalari
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genellikle sadece ailenin en erken ayrismalarina ait birkag cinste bulunur. Isin ¢icegi,
Cichorioideae ve Asteroideae alt ailelerinin birka¢ kabilesinde bulunur ve 2-3 lobda
sona eren bir laminadan olusur. Arctotideae kabilesinin (tribus) bazi {iyeleri, 4 lobda

sona eren bir 1s1n ¢igegi igerir [58].

1.4.1.2. Asteraceae familyasimin taksonomik o6zellikleri

Asteraceae familyasinin cinsleri ilk kez Cassini tarafindan 1819 yilinda
gruplandirilmistir. Gliniimiizde halen taksonomistler tarafindan siniflandirmada bu
tanimlamalar kullanilmaktadir. 1976 yilinda Carlquist ve Wagenitz tarafindan yapilan
calismada Cichorioideae ve Asteroideae olarak iki alt familyaya ayrilmistir. Bu iki alt
grubun ayirt edici morfolojik 6zelliklerini korolla, anter ve stil yapisi olusturmaktadir

[59-62].

Molekiiler filogenetik ¢alismalardan elde edilen sonuclarin dahil edilmesiyle,
Asteraceae'nin siniflandirmasi, geleneksel olarak Cichorioideae'ye dahil edilen
monofiletik gruplarin taninmasiyla nispeten hizli bir sekilde degismistir. Jansen ve
Palmer'm (1987) calismasiyla Bremer (1994), i¢ alt familyayr (Asteroideae,
Barnadesioideae ve Cichorioideae) ve 17 sinifi tanitmistir. Baldwin ve digerlerinde adi
gecen molekiiler analizle tanimlanan ii¢ yeni sinifi tanitarak smiflarin sayisini 25'e
¢ikarmiglardir. Jeffrey (2007), Panero ve Funk'in (2002) gruplamasini referans alarak
24 sinifi tanitmistir ve onlart bes alt familyada gruplandirmistir. Molekiiler
calismalarda hem takson hem de karakter Orneklemesini genisletme kapasitesi
biiylidiikge, filogenetik analizlerde daha fazla ¢oziintirlikk ve kesinlik saglandikea,
familyanin daha biiyiik soylar1 belirlenmistir. Artan 6rnekleme, 6zellikle familyada
anormal oldugu diisiiniilen taksonlarin 6rneklenmesi (belirsiz sinif konumu, Bremer,
1994), Corymbium, Gymnarrhena ve Hecastocleis cinslerinin, biiyiik kusaklara kardes
olan monotipik soylar1 temsil ettigi ve dncekinden daha fazla soy icin kanit sagladig

kesfiyle sonuglanmistir. [58, 63-66].

Asteraceae'nin simiflandirmasina, familyanin tiirlerinin %70'inden fazlasini iceren
Asteroideae alt familyasi hakimdir. Asteroideae icindeki molekiiler ¢alismalarda
bulunan {i¢ ana soy (Kim ve Jansen, 1995, Panero ve Funk, 2008) son zamanlarda
siper smif diizeyinde (Robinson, 2004, 2005) Asterodae, Helianthodae ve

Senecionodae olarak taninmistir. Diger biiylik alt familyalar, her biri 2000'den fazla
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tire sahip Carduoideae ve Cichorioideae'dir. Diger tiim alt familyalarin her biri,
yalnizca bir tiir iceren Gymnarrhenoideae ve Hecastocleidoideae ile 1000'den az tiir

icerir [66-69].

1.4.2. Ageratum houstonianum Mill. bitkisi hakkinda genel bilgiler

A. houstonianum Mill., yaygin bilinen ismi “mavi vapur duman1” olan, ingilizce’de
“plue maudlin” olarak bilinen, EPPO (Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii) kodu
AGEHO olan, Meksika ve Orta Amerika'ya 6zgii tek yillik bir bitkidir. Kesfedildikten
kisa bir siire sonra siis olarak kullanilmaya baslandigi Avrupa'ya getirilmistir [3].
Riizgar veya su ile kolay dagilan kiigiik tohumlarin ¢ok miktarda tiretiminden dolay1
tiirlerin dogal ortami diginda bir yabani ot ve istilact oldugu bildirilmektedir [70].
Ayrica tohumlar1 hayvanlar, insan etkisi, araglar ve gesitli tarimsal iirlinlerin taginmasi
yoluyla yayilmaktadir [3, 70]. Temelde bahge kokenli bir bitki olmasina karsin,
tarlalarda, gorak arazilerde, yol kenarlarinda, orman yollarinda, mahsullerde, nehir
kenarlarinda ve sulak alanlarda yayilim gostermistir [70]. Tirlerin Cin, Tayvan,
Mozambik, Svaziland, Tanzanya, Zimbabve, ABD (Hawaii), Kiiba, Peru, Avustralya,
Fiji, Fransiz Polinezyasi, Yeni Zelanda'da istilac1 oldugu ve yabanci ot oldugu
bildirilmistir [71]. Giiney Afrika'daki en yiiksek istilaci kategorisine sahip bitkidir
[72]. Ayrica Kenya, Malawi ve Ruanda'da da istilaci oldugu bildirilmektedir. Barua ve
dig., bu tiirlerin ekosistemleri etkileyen ve Hindistan'in Assam kentinde yerel tiirlerin
azalmasina neden olan bir istilact oldugunu bildirmistir. Ozellikle su kanallar1 boyunca

ve nehir kiyisindaki bitki ortiistinde istilaci olabilmektedir [73, 74].

1.4.2.1. Ageratum houstonianum bitkisinin siniflandirmasi

A. houstonianum bitkisinin smiflandirmasi su sekildedir [75]:

Alem : Plantae

Sube : Spermatophyta

Sinif : Dicotyledonae

Takim : Asterales

Familya : Asteraceae

Cins : Ageratum

Tiir : Ageratum houstonianum Mill.
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1.4.2.2. Ageratum houstonianum bitkisinin kokeni

Ageratum, ciceklerin uzun 6miirlii dogasina atifta bulunan, Yunanca a- (olumsuzluk)
ve -geras (yaslilik)’tan tiiretilmis bir Linneaus siniflandirmasidir. Tiirlerin ¢ogu Yeni
Diinya'ya 6zgiidiir. A. houstonianum ilk olarak 1731'de Meksika'nin Veracruz kentinde
goriilmistiir ve su anda popiiler bir bahge bitkisidir. Yetistirilen ¢esitler arasinda

melezler bulunur [3].

A. houstonianum tohumlar1 Dr. William Houston tarafindan Meksika'nin Veracruz
sehrinden Ingiltere'ye génderilmis ve burada ilk bitki 6rnekleri toplanmistir. Tiir,
zaman icinde dogaya adapte olmustur ve 1768'den once Ingiltere'deki sera
topraklarinda yabani ot haline gelmistir. Avrupa'da 1822'de yetistirilerek ve 1860'da
Salzburg'da (Avusturya) goriildiigii rapor edilmistir [3]. Hindistan'a ondokuzuncu
ylizyilin baglarinda tanitildig1 ve Ageratum conyzoides de dahil olmak iizere yaylalarda
yer alan otsu bitkilerin bolgelerini isgal ettigi bildirilmistir [74, 76]. Johnson, tiiriin
bahge bitkisi olmasina karsin merkezi Florida, Kiiba, Jamaika ve Hawaii'de
yerlesmeye basladigini bildirmektedir. Ayrica tiirlerin Afrika, Cin, Hindistan, Fransa,
Java Adasi, Okinawa (Japonya), Filipinler ve Kuzey Vietnam'da yayilim gosterdigi
bildirilmistir. ABD ve Karayipler'de 1800’lerin sonlarinda bahge ve istilaci bitki olarak
ortaya ¢iktig1 raporlanmistir [77, 78]. A. houstonianum bitkisinin diinya genelinde
yayilimi Sekil 1.5°te verilmistir [79].

=2 R P P e o)
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Sekil 1.5. A. houstonianum bitkisinin diinya genelinde yayilis haritasi [79]
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1.4.2.3. Ageratum houstonianum bitkisinin fiziksel 6zellikleri

A. houstonianum, 25-90 cm uzunluga ulagabilen tek yillik bir bitkidir ve kokleri lifli
yapidadir. Alt digtimlerde, govde yatik ise basit veya dallanmus, iist kisimlar1 dik veya
yatik formda kirmizimsi-yesil renge ve daha iistte salgili-villuslu sarimsi beyaz tiiylere
sahiptir. Yapraklar karsilikli, alt kismi1 oval ve uca dogru daralan formda, 2,4 - 9,5 cm
uzunlugunda, 1,7 - 8 cm genisliginde olabilen, iist ylizeyi koyu yesil renkte, alt yiizeyi
ise yesil, kirisik ve yogun tiiylii formdadir. Yaprak kenarlar1 disli bir yapidadir ve
bazen uglar1 keskin olabilir. Yaprak yiizeyindeki damarlar ise tiiysiiz yapidadir.
Yaprak sap1 0,6 - 3,5 mm uzunlugunda beyaz tiiylere sahip, iistteki sap kismindaki
ciceklenme ucunda, kiime halinde 5 - 15 bastan olusan kiiciik ¢igekgikler (tomurcuk)
bulunur. Bu tomurcuklarin taban kisminda yesilden kahverengiye 4 - 5 mm
yiiksekliginde ve 0,5 - 0,75 mm genisliginde sap ile tomurcugu birlestiren yapilar
bulunur. Korolla (renkli kisim) 2,5 - 3,5 mm uzunlugunda, huni seklinde, tiiysiiz,
bogaz mavisi, leylak, lavanta, mor-mavi ve nadiren beyaz renkte sagakli bir yapiya
sahiptir. Akenler (tohumu barindiran yapi1) 5 acili, siyah renkte, 1,5 - 1,75 mm
uzunlugundadir. Karpopodyum (akenin bir ucu) beyaz renkte, kabuksuz ve belirgindir.
Pappuslar (akenin tiiylii ucu) 2 - 3 mm uzunlugunda, nadiren pullu yapidadir [3].
Bitkinin tohum, yaprak ve ¢igcek goriintimlert Sekil 1.6, Sekil 1.7 ve Sekil 1.8°de

verilmistir.

Pappus

- Aken

S Karpopodyum |
Sekil 1.6. A. houstonianum bitkisinin tohumu [80]

18



- ~ 7 - .‘ s
. 5 5 F i ‘ .
i § »
= . B
O Y,

Sekil 1.8. A. houstonianum bitkisinin genel goriinimii [81]

A. houstonianum bitkisi tohumlardan veya vejetatif olarak c¢ogaltilabilir [73].
Wielgolaski, tiirlerin optimal biiylimesi i¢in minimum sicakligt 8 °C olarak
bildirmistir. Baz1 ¢alismalarda bitkinin dona toleransinin olmadiginin bildirilmesine
ragmen, bitkilerin hayatta kalabilecegini ancak ¢iceklenmenin azaldigi belirtilmistir.
A. houstonianum, drenaji1 yiiksek topraklarda ve giinesli veya kismi golgeli bolgelerde

1yi gelisim gostermektedir [82, 83].
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1.4.2.4. Ageratum houstonianum bitkisinin habitati

A. houstonianum'un otlaklarda, ekin tarlalarinda, yol kenarlarinda, savanlarda,
ormanlardaki agikliklarda, nemli alanlarda ve nehir kenar1 bolgelerinde biiytidigi
bildirilmektedir ve bu bitki deniz seviyesinden 1300 metre rakima kadar
goriilebilmektedir [70, 71]. Avustralya'da ayrica bahgelerde, otlaklarda, sulak
alanlarda ve su kanallar1 etrafinda da go6zlendigi rapor edilmektedir [74].
Kesfedilmesinden birka¢c yil sonra Ingiltere'ye getirildiginden beri yayilimim

stirdiirmektedir [3, 82].

1.4.2.5. Ageratum houstonianum bitkisinin ekonomik ve cevresel 6nemi

A. houstonianum, 1800'lerin basindan beri bir c¢igek bahgesi bitkisi olarak
yetistirilmektedir [3]. Bahgelere alisilmadik mavi rengi sagladigi icin degerlidir. Bahge
bitkisi olarak kullanilmas1 kelebekleri ¢ekmek ve baz1 yabani hayvanlar

uzaklagtirmak i¢in tesvik edilmektedir [82].

Tiir, 1liman bolgelerde 6nemli hasara ve {iriin kayiplarina neden olan bir parazit olan
Meloidogyne hapla'nin yavrularinin  gelisimini 6nleyen ikincil metabolitler
icermektedir. A. houstonianum ve diger aromatik (hos kokulu) tiirlerin elma
bahgelerinde elma agaglariyla birlikte yetistirilmesi, Aphis citricola ve Lepidoptera,
Trichogrammatidae, Ichneumonidae ve Braconidae gibi familyalardan faydali
boceklerin yogunlugunu arttirir. Phytophthora infestans'a karsi fungisidal aktiviteye
sahiptir ve domates bitkilerinde, mildiy6 (ge¢ yaniklik) hastaligi siddetini
azaltmaktadir [84-87].

Tir, geleneksel tipta cilt enfeksiyonlarin1 ve bogaz agrilarimi tedavi etmek icin
kullanilmaktadir. Yapraklar, kanamay1 durdurmak i¢in yaralara uygulanabilmektedir.
Tennyson ve dig. (2012), tiiriin potansiyel kozmetik ve tibbi kullanimlarla birlikte
yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir [3, 88-91]. Ayrica tiiriin
4 farkl fitokozmetik kremin tiretiminde kullanildig1 belirtilmistir [92]. Ucucu yaglari,
antimikrobiyal ve antifungisidal 6zelliklere sahiptir. Bitki ayrica bir kene tiirii olan
Rhipicephalus lunulatus'a kars1 akarisit 6zellikler gostermektedir. Yaprak oziitleri,
sivrisinek tiirleri olan Anopheles stephensi, Aedes aegypti ve Culex quinquefasciatus'a

kars1 kovucu ve oldiirticii etkiye sahiptir [90, 91, 93-97].
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A. houstonianum'un yogun toprak ortiisii ve kolonileri, diger tiirlerin biiylimesini
dislayarak tiir kompozisyonunda degisikliklere neden olabilir ve tiir zenginligini
azaltabilir. A. houstonianum'un diger tiirlerin ¢imlenmesi ve biiylimesi lizerinde
allelopatik (baskilayici) etkilere sahip oldugunu one siiriilmektedir [70, 73]. Koi
(2008), A. houstonianum'u Florida, ABD'de nadir ve savunmasiz olarak listelenen

Eumaeus atala kelebegi i¢in nektar kaynaklarindan biri olarak listelemistir [98].

1.4.3. Ageratum houstonianum bitKisi ile gerceklestirilen baz1 ¢calismalar

Iapichino ve dig. (2017), A. houstonianum’u farkli konsantrasyonlarda besi ortamlari
kullanilarak in vitro teknikleriyle gogaltimini saglamis ve besi ortami igeriklerinin
bitki gelisimine etkisini incelemislerdir. Bitki biiyiime diizenleyicileri olarak BA ve
indol-3-asetik asit (IAA) kullanmislardir. Cogaltma yontemi olarak aseptik siirgiin
kiiltiirleri ile yeni alt kiiltiirler olusturmay1 hedeflemislerdir. Calisma sonucunda en
yiiksek nod (diigiim) sayis1 0,88 uM BA ve 5,7 uM IAA ile hazirlanan besi ortaminda
elde edilmistir ve bu besi ortamindan elde edilen yeni bitkicikler alt kiiltiirler i¢in
uygun bulunmustur. Kéklenmedeki optimum sartlar1 belirlemek i¢in belirlenen 5 farkli
IAA konsantrasyonu ile yapilan ¢calismada en yiiksek kok sayis1 2,28 pM’de TAA ile
elde edilmistir. A. houstonianum’un in vitro koklenmeye dayali mikrogogaltim sistemi

hastaliksiz germplazmanin hizli ve verimli bir sekilde ¢ogaltim1 uygun bulunmustur

[99].

Mohammadi (2017), A. houstonianum’un kinetin (Kin) ve IAA bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilarak hazirlanmis MS besi ortamlarinin siirgiin ve kok gelisimi
ve bitki ¢ogaltimi lizerine etkilerini incelemistir. Calisma sonucunda su veriler elde
edilmistir: Yaprakta 1 - 1 ve 4 - 4 mg/L ve siirgiin apikal meristeminde 2 - 2 mg/L Kin
ve IAA kombinasyonlarinda maksimum kallus olusumu gézlemlenmistir. 0,4 - 1 mg/L
MS besi ortami1 kok ve siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun kombinasyona sahiptir. Bu
calisma diger Ageratum tiirlerinden in vitro bitkicik tiretimi saglamak igin etkili bir

kaynak olarak degerlendirilmistir [100].
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2. MALZEME VE YONTEM

Bu tezde gerceklestirilen deneysel ¢alismalar Kocaeli Universitesi Biyoloji Boliimii
Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda yapilmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan
Kitosan (CHI) stok ¢ozeltisi Miinster Universitesi (Almanya) Bitki Biyolojisi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii’nde tiretilerek bu ¢alismada kullanilmak iizere temin edilmistir.
Kullanilan CHI varyantlar1 polimerizasyon dereceleri (DP) 2-15 olan oligomerik kitosan
fraksiyonlarindan olugsmaktadir ve asetilasyon dereceleri (DA) %10 ve %20°dir. DP ise
kitosan biyopolimerinin monomer sayisi olarak tanmimlanir. DA, Kitosanin asetil
gruplar1 eklenmis halidir ve zincir konformasyonu, elektrostatik o6zellikleri ve
biyolojik 6zellikleri gibi kitin ve kitosanin fiziko-kimyasal 6zelliklerini etkileyen

Oonemli bir parametredir.

2.1. Deneysel Calismalarda kullamilan Bitki Materyali

Bu tez galismasinda ticari olarak satilan Ageratum houstonionum Mill. (mavi vapur
dumani ¢igegi) bitkisinin tohumlar1 baslangi¢ materyali olarak kullanildi. Tohumlar

Vilmorin Garden, Tiirkiye tarafindan iiretilmis olup ticari olarak temin edilmistir.

2.2. Deneysel Calismalarda Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

2.2.1. Deneysel calismalarda kullamilan cihazlar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2.1°de yer almaktadir.

Tablo 2.1. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan cihazlarin listesi

Ekipman Ad1 Ekipman Markasi
Hassas Terazi AND GR-200
Mikropipetler (20uM, 200uM, 1000uM) | Eppendorf

Vorteks

BIOSAN multivorteks V-32

Isiticili Manyetik Karistirict

Heidolph-MR HEI

pH metre WTW InoLab pH 720
Distile Su Cihaz1 MP MiniPure Dest
Buzdolab1 Argelik 5243 NEB
Laminar-Hava Akish Kabin Tez-San Class 11
Otoklav HMC Hiclave HG-80
Bitki Biiylitme Kabini Sanyo MCR-351H
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2.2.2. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Caligmada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi

Madde Adi Uretici Firma Katalog No
Murashige & Skoog Bazal Tuz Duchefa M0222
Karigimi (MS vitaminli)
Siikroz Duchefa S0809
Sodyum hidroksit Sigma S8045
Hidroklorik asit Sigma H1758
Etanol Tek-Kim TK.200655
Sodyum hipoklorit %20 Unilever -
Agar Duchefa P1001
PPM (plant preservative mixture) Plant Cell Technology -

2.3. Besiyeri ve Icerigi

Deneysel calismalarda besi ortami olarak Murashige & Skoog (MS) kullanildi [15].

Besiyeri icerigi Tablo 2.3 de verilmistir.

Tablo 2.3. MS besiyerinin igerigi

Bilesenler Konsantrasyon (mg/l)
ZnS04.7H,0 8,6
CuS04.5H,0 0,025

Na2Mo00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
FeS04.7H,0 27,8

Fez2(S04)3 -
Na;EDTA 37,3
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Thiamin-HClI 0,1
Biotin -
Folik asit -
myo-inositol 100
l-inositol -
Glisin 2
Sakkaroz 30000
KNO3 1900
NH4NO3 1650
NH4H2PO, -
(NH4)2S04 -
MgS0,4.7H.0 370
CaCl,.2H,0 440
Ca(NO3)z.4HzO -
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Tablo 2.3. (Devam) MS besiyerinin igerigi

Bilesenler Konsantrasyon (mg/l)
KCI -
KH2PO4 170
NaH,PO4.H,0O -
NaH,PO4
Na,SO4
MnSQO4.H,0 -
MnSO4.4HzO 22,3
Kl 0,83
H3BO; 6,2

Besiyerlerini hazirlamak i¢in 10 adet 500 ml hacimli siselerin igerisine ayr1 ayr1 400
ml dH20 ilave edildi. Besiyeri hazirlama islemine 1siticili manyetik karistirici tizerinde
devam edildi. Sisenin igerisine 1,44 gr MS ve 12 gr (%3, m:v) siikroz ilave edildi.
Siikroz ¢oziindiikten sonra pH 5,7 - 5,8 olarak ayarland: ve katilagtiric1 ajan olarak 2,8
gr agar (%0,7, m:v) ilave edildi. Son olarak kontaminasyonu 6nlemek amaci ile 0,4 ml
PPM (%1, v:v) ilave edildi. Bu islemler 10 adet 400 ml besiyeri i¢in tekrarlandi.
Hazirlanan besiyerleri 1,05 kPa basingta 121 °C sicaklikta 20 dakika sterilizasyon
islemine tabi tutuldu. Siseler el yakmayacak fakat katilagsmaya da baglamayacak kadar
soguduktan sonra kitosanin sicaklik hassasiyeti sebebiyle otoklav kullanimi yerine
steril kabin igerisinde 2,5 mg/L - %10 DA, 5 mg/L - %10 DA, 10 mg/L - %10 DA, 2,5
mg/L - %20 DA, 5 mg/L - %20 DA ve 10 mg/L - %20 DA olmak tizere 6 farkli CHI
konsantrasyonu siringa filtrasyonu ile 6 farklt MS besiyerinin igine ayr1 ayr1 aktarildi
ve karistirildi. Cimlendirme ve bitki biiyiitme deneme islemlerinde kullanilmak iizere
hazirlanan besiyeri her bir Magenta kabina 40 ml olacak sekilde dagitildi. Toplamda
6 farkli CHI konsantrasyonu ve 1 kontrol (MS) grubu icin 10 adet olacak sekilde
toplamda 70 adet Magenta kullanildi.

2.4. Deneysel Calismalarda Kullamlan Malzemelerin Sterilizasyonu

Deneysel calismalarda kullanilan laminar hava akish kabinin i¢ yiizeyi %70 EtOH
kagit havluya piiskiirtiilerek silindi. UV lambasi laminar hava akish kabinin cami
kapali konumda olacak sekilde 20 dakika boyunca ¢alistirildi. Magenta kaplari
yikandiktan sonra dortlii gruplar halinde buzdolab1 posetine koyuldu ve agiz kismi
katlanarak otoklav bandi ile kapatildi. Pens, cetvel, bistiiri sap1 gibi metal malzemeler
aliminyum folyo ile sarildi. Metal kesme tablasi, uygun boyutlarda kesilip i¢ine
yerlestirilen kurutma kagitlar1 ile birlikte buzdolab1 posetine koyularak posetin agzi
otoklav bandi ile kapatildi. Bu malzemeler otoklavda 121 °C’de, 1,05 kPa basingta 20
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dk boyunca sterilize edildi. Deneyler esnasinda kullanilan besi ortamlart ve distile su
iceren kapakli siseler igerdigi sivi hacmine gore uygun siirelerde ve ayni kosullarda
sterilize edildi. Sicaklik etkisi ile yapis1 bozulabilecek veya etkinligi azalabilecek CHI
konsantrasyonlar1 0,22 um por genisligine sahip siringa filtreleri ile sterilizasyon islemi
yapildi. Steril kabin igerisinde ¢alismaya baglamadan 6nce UV lambasi kapatildi ve
kontrol diigmesi optimum ayarina getirildi. Kabine girmeden 6nce eldiven giyildi ve biitiin
malzemeler ile birlikte eller de %70 EtOH piiskiirtiilerek steril edildi. Bu islem olasi bir

kontaminasyonu engellemek adina sik sik tekrarlandi.

2.5. Tohumlarin Yiizeysel Sterilizasyonu

Sterilizasyon islemine hazirlik i¢in 7 adet 10x10 cm. boyutlarinda kurutma kagidi
kenarlarindan katlanip zimbalanarak kese haline getirildi. Hazirlanan her bir kesenin
igerisine 90 adet tohum koyuldu. Tohum yiizeyi sterilizasyon islemi i¢in 40 ml dH>O
icerisine 10 ml camasir suyu (%5 v:v NaOCI) eklenerek hacimce %?20’lik
dezenfeksiyon ¢ozeltisi (%1, viv NaOCl i¢eren) hazirlandi. Laminar hava akisli kabin
igerisinde steril ortamda her bir kese ayr1 kaplarin icerisinde 5 dk boyunca NaOCI
¢ozeltisinde siirekli ¢alkalanarak bekletildi. Tohumlarin bulundugu keseler steril dH,O
icerisinde 5 dk siirede ara ara ¢alkalanarak durulandi. Tohumlarin tizerlerindeki yiizey
kaplamalar1 bu asamada giderildikten sonra keselerden alinan tohumlar 1,5 ml’lik
santrifiij tiiplerinin icerisine aktarild1 ve ayn1 dezenfeksiyon ¢ozeltisi igerisinde 3 dk
daha ¢alkalandi. Mikropipet ile ¢ekilen NaOCIl yerine tiipiin igerisine steril dH20
eklenerek ara ara calkalanarak tohumlar durulandi. Mikropipetin ucu her islemde
degistirildi. Durulama suyu da mikropipet ile bosaltildi ve tohumlarin yiizeysel

sterilizasyon islemi tamamlandi.

2.6. Tohumlarin Besiyerlerinde Kiiltiire Alinmasi

Yiizeysel sterilizasyon islemi sonunda tohumlar steril kesme tablasinin igindeki
kurutma kagidinin iizerine alindi. Her bir tiipteki 90 adet tohum 10 adet Magenta
kabina ekildi. Her bir Magenta kabina 9 adet tohum besiyeri yilizeyine ¢ok hafif
batirilarak ekildi ve kapagi kapatildi. Ekim islemi tamamlanan Magenta kaplarinin

ag1z kismi parafilm ile kapatildi.
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2.7. Kiiltiire Alinan Tohumlarn inkiibasyonu ve Cimlenmesi

Ekim islemi tamamlandiktan sonra 30., 45., ve 60. giinde ¢imlenen tohumlar her bir
konsantrasyon i¢in ayr1 ayri sayildi ve ¢imlenme oranlar1 hesaplandi. Toplam 60
giinliik inkiibasyon siireci, 16 saatlik bir fotoperiyot ve 60 umol m2s? fotosentetik
foton aki yogunlugunun aydinlatmasi altinda, %50 bagil nem ile 23 + 1 °C ortam

kosullarina sahip bitki biiylitme kabininde tamamlandi.

Altmis giinliik ¢imlenme ve biiylime siireci sonunda gelisim gosteren bitkiler Magenta
kaplarindan ¢ikarilarak koklerde kalan besiyeri kalintilar1 distile su ile yikanarak
uzaklastirildi. Kok uzunlugu, kok sayisi, siirgin uzunlugu, siirglin sayisi ve yaprak

sayist gibi parametreler cetvel yardimi ile ol¢iildii ve sayildi.

2.8. Istatistiksel Analiz

Inkiibasyon periyodunun sonunda tiim gelisimsel parametreler i¢in elde edilen veriler
tek yonlii varyans analizini (ANOVA) takiben Duncan ¢oklu karsilastirma testi
(p<0,05) kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak verildi. Analizler SPSS programi araciligiyla yapildi.

26



3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisgmada Ageratum houstonianum bitkisinin 6 farkli konsantrasyona ve 2 farkli
DA’ya sahip CHI biyopolimeri kullanilarak c¢ogaltimi saglanmis ve kitosan

konsantrasyonu ile DA’sinin bitki biiyiimesine etkileri incelenmistir.

Bitki bilyiitme kabininde 60 giin boyunca uygun ortam kosullarinda muhafaza edilen
ve 6 farkli konsantrasyon ve 2 farkli DA’ya sahip CHI ile desteklenen MS besi
ortamlar1 kullanilarak hazirlanan ortalama boyutlarda bitki 6rnekleri igeren magenta
kaplarinin gorseli Sekil 3.1°de ve bu magenta kaplarindan alinan 6rneklerinin gorseli

Sekil 3.2°de verilmektedir. Kontrol grubuna ait bitki gorseli Sekil 3.3’te verilmistir.

2.5 mg/L %10 DA 5.0 mg/L %10 DA 10.0 mg/L %10 DA

e it T L \ RN

Sekil 3.1. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki ortalama
boyutlarda bitki drnekleri igeren magenta kaplari
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2.5 mg/L %20 DA 5.0 mg/L %20 DA 10.0 mg/L %20 DA

Sekil 3.2. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki ortalama
boyutlarda bitki &rnekleri (Olgek: 1 cm)
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Sekil 3.3. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki ortalama
boyutlarda kontrol grubu bitkisi drnegi (Olgek: 1 cm)

3.1. Farkh CHI Konsantrasyonlarimin Cimlenmeye Etkileri

Farkli konsantrasyon ve DA’larda CHI igeren MS besiyerleri ve MS kontrol grubuna
ekilen bitki tohumlarinin ¢imlenme durumlan kiiltiir periyodu boyunca incelendi.
Inceleme sonucunda elde edilen ¢imlenmis ve ¢imlenmemis tohum sayilar1 Tablo

3.1’de verilmektedir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan CHI konsantrasyonlart ve kontrol grubu i¢in
cimlenme sayilari

Besiyerleri 30. Giin 45. Giin 60. Giin

Cimlenmis | Cimlenmemis | Cimlenmis | Cimlenmemis Cimlenmis Cimlenmemis

27 63 40 50 44 46
2,5 mg/L - %10 DA

42 48 46 44 50 40
5,0 mg/L - %10 DA

42 48 45 45 46 44
10,0 mg/L - %10 DA

47 43 48 42 56 34
2,5 mg/L - %20 DA

39 51 50 40 56 34
5,0 mg/L - %20 DA

13 77 42 48 49 41
10,0 mg/L - %20 DA

51 39 56 34 60 30
Kontrol Grubu

37 53 47 43 52 38
Ortalama

A. houstonianum tohumlarinin farkli DA ve konsantrasyondaki kitosan ile
desteklenmis MS Dbesi ortamindaki ¢imlenme performanslart  Sekil 3.4°te
verilmektedir. Inkiibasyon periyodunun 30. giiniinde yapilan sayimlarda 2,5 mg/L -
%10 DA ve 10 mg/L - %20 DA CHI ile desteklenen MS besi ortamlarinda ¢imlenme
sayisinin diger konsantrasyonlardaki MS besi ortamlarina oranla daha diisiik oldugu
tespit edildi. Inkiibasyon periyodunun 45. ve 60. giinlerinde yapilan sayimlarda tiim
magentalarda ¢imlenme sayisinin artis gosterdigi goriildii. Altmig giiniin sonunda elde
edilen en yiiksek ¢gimlenmis tohum sayis1 60 ile kontrol grubunda goriiliirken, en diisitk
¢imlenme sayisi 44 ile 2,5 mg/L - %10 DA konsantrasyonundaki CHI ile hazirlanan
MS besiyerinde goriildii. Tim magenta kaplarinda c¢imlenme oraninin yaklasik
%50’nin tizerinde oldugu goriilmektedir. Farkli DA ve konsantrasyondaki CHI ile
desteklenmis MS besi ortamindaki ¢imlenme performanslarinin genel karsilastirmasi

Sekil 3.5°te verilmistir.
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a) 2.5 mg/L %10 DA 1) 5.0 mg/L %10 DA
80 50
o 0 63 o 0
=% 60 Ea, 60 an
A 50 44 46 A L] 40
é 40 E 40
30 30
H 20 E 2
o 0 o 10
0 SOGm 43. Gim . Gim 0 3uc-un 45 Gim 60, Gim
u Cimlenmug 40 -2 u Comlennug 45 30
B Cimlmmenis 63 0 46 B Cimlmmemig 43 44 40
¢) 10,0 me/L %10 DA d) 2.5 mg/L %20 DA
80 20
- 0 _ 0
= &0 &, 60
@ 50 46 44 A 50
| w :
30 g 30
H 20 E oy
= 0 = 10
0 0. Gm 45Gm 60, Giin LTy Gun 45_Gim 60 G
B Cimlamig 42 46 B Cimlenmis 48 6
B Cimlmmemis 48 45 44 B Cimlemmemis 43 ) (7]
€) 5.0 mg/L %20 DA £) 10,0 mg/L %20 DA
80 80 7
o 0 - 70
B 60 3 &0 PO
L 30 o 30 42 41
| - ] G
30 30
E 20 E M 13
o 10 o 10
T Gm 45. Giim _ Giim 0 " 30.Gm 45 Gim 60, G
B Cimlamis 0 56 B Cimlenmis 13 ) 49
B Cimlmmenis 51 40 34 B Cimlemmemis 77 48 41
g) Kontrol Grubu
30
= m
E 60
o 50
E 40
8 30
-] 20
o 10
¢ 45, Gun
= Cirnlenmms 15{]
= Cimlemaris 39 34 0

Sekil 3.4. A. houstonianum tohumlarinin farkli DA ve konsantrasyondaki kitosan ile
Uygulamalar
“konsantrasyon — DA” olarak verilmektedir. a) 2,5 mg/L - %10 DA b) 5,0 mg/L - %10
%20 DA e) 5,0 mg/L -

desteklenmis MS besi

DA ¢) 10,0 mg/L -
mg/L - %20 DA g) Kontrol grubu

ortamindaki

%10 DA d) 2,

¢imlenme

5 mg/L -
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Inkiibasyon Periyodu Boyunca Cimlenme Sayilan
65

60
56 56 56
55
50 s 50 51
47
16 45 46
45 12 12
39
7
Z 35
174}
§
] 25
Uu
15
5
-5
2.5mg/lL %10DA  5.0mgL %10DA 100 mg/L %10DA  2.5mgL %20 DA 5.0mgL %20DA 100 mg/L %20DA  Kontrol Grubu
530, Giln 27 42 12 47 39 13 51
H45. Giln 10 16 145 18 50 12 56
" 60. Giln m 50 16 56 56 19 60
Inkiibasyon Periyodu Boyunca Cimlenme Oranlari
70% 7%
62% 62% 62%
60%
56% 56% 404 57%
. o
5205 53%)
51% 51%
. 19% 50%
50% 17% 47%) 47%
. 43%)
8 40%
S
L
g 3006
|
&3
20%
14%
10%

0%
2.5mg/L %10 DA 5.0mg/L %10DA 100 mg/L %10 DA 2.5mg/L %20 DA 5.0 mg/L %20 DA 10.0 mg/L %20 DA Keontrol Grubu
CHI Konsantrasyonlart

W30.Gin ™45 Glin ®60. Gin

Sekil 3.5. A. houstonianum tohumlarinin farklt DA ve konsantrasyondaki kitosan ile
desteklenmis MS  besi ortamindaki ¢imlenme performanslarinin  genel
karsilastirilmasi. Uygulamalar “konsantrasyon — DA™ olarak verilmektedir.

Inkiibasyon periyodunun 30., 45. ve 60. giinlerde yapilan sayimlarda elde edilen

¢imlenen tohum sayilarinin ortalama deger ile kiyaslamasi Sekil 3.6’da yapilmistir.
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a) 30. Giin Cimlenme Durumu

31
Fy)
42 42 3
a3 =
I .

1imgl | F0mgl 100mel 215mgl 30mgl 100mpl Kool
H10DA  #10DA  %10DA  320DA | 20DA W0DA | Gmm

10, Gin 7 41 41 47 ib 13 51
—Jtakama 37 37 37 37 i7 37 37

Cimlemme Saym
g

LA

b) 45 Giin Cimlenme Durumu

65
]
55 i
E‘ 45 t2
“ 35
g a5
r 15
N 1imgl | F0mgl 100mel 215mgl $0mgLl 100mpl Komiol
H10DA %1004 %10D4 ‘E»".Eﬂ DA W0DA  W0DA | Gmm
4 5, (IR 40 46 43 48 30 41 54
——Orialama 47 47 47 47 47 47 47

c) 60. Giin Cimlenme Durumu

]
58 56
30
44 - -
45
| I I
15mgl F0mgLl 100mel | 25mgl 30mgLl 100mel Eomiol

H10DA  H10DA  H10D4A  20DA | 20DA 0DA 0 Gmim

e (50, (R 44 50 46 36 36 40 G0
—ralma V3 i1 i1 31 31 31 51

Cimlemme Saym
]

(=]

Sekil 3.6. A. houstonianum tohumlarinin farkli DA ve
konsantrasyondaki kitosan ile desteklenmis MS besi ortamindaki
cimlenme performanslarinin ortalamaya kiyasla zamana bagli genel
karsilastirilmasi.  Uygulamalar “konsantrasyon — DA™ olarak
verilmektedir a) 30. Giin b) 45. Giin ve ¢) 60. Giin Cimlenme

durumlari
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3.2. Farkh CHI Konsantrasyonlarimin Kok Sayisi1 ve Kok Uzunluguna Etkileri

CHI konsantrasyonu ve DA’nin A. houstonianum bitkisinin koklenmesine etkileri

incelendi. Sayimlarda kayda alinan kok sayisi ve uzunlugu verilerinin ortalama

degerleri karsilagtirmali olarak sirasiyla Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de verilmektedir.

8,00 -

6,00
5,00 -
4,00 -

3,00 -

Ortalama Kok Sayisi

2,00 -

1,00 |

0,00 -
2,5mg/L

5mg/L

CHI Konsantrasyonlari

10 mg/L

H DA %10
DA %20

Sekil 3.7. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki
ortalama kok sayist iizerine farkli konsantrasyondaki ve DA’daki
CHI uygulamalarinin etkileri

8,00
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -

2,00 -

Ortalama Kék Uzunlugu (cm)

0,00 -
2,5mg/L

5mg/L

CHI Konsantrasyonlari

10 mg/L

W DA %10

= DA %20

Sekil 3.8. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki
ortalama kok uzunlugu iizerine farkli konsantrasyondaki ve DA’daki
CHI uygulamalarmin etkileri
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Incelemede elde edilen verilere varyans analizi gerceklestirildi ve farkliliklar Duncan
coklu karsilastirma programi ile incelendi. Tiim CHI konsantrasyonlar1 ve kontrol
grubu icin kok sayis1 ve kok uzunlugu karsilastirmalar: sirasiyla Sekil 3.9 ve Sekil
3.10°da verilmektedir.

8,00

B Kontrol

2,5 mg/L DA %10

v
3

= 5,0 mg/L DA %10
¥ 10,0 mg/L DA %10
m 2,5 mg/L DA %20
m 5,0 mg/L DA %20

Ortalama Kok Sayisi
w IS
8 8

~
3

10,0 mg/L DA %20

3

o
8

Uygulamalar

Sekil 3.9. Farkli besi ortamlarindan alinan bitki kok sayilarinin
kargilastirilmast (Ayni st karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan
coklu karsilagtirma testine gére p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark
yoktur.)

m Kontrol

M 2,5mg/L DA %10
5,0 mg/L DA %10
= 10,0 mg/L DA %10
M 2,5 mg/L DA %20
5,0 mg/L DA %20

Ortalama Kok Uzunlugu (cm)

10,0 mg/L DA %20

Uygulamalar

Sekil 3.10. Farkli besi ortamlarindan alinan bitki kok uzunluklarinin
karsilastirilmas1 (Aym st karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan
coklu kargilagtirma testine goére p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark
yoktur.)
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3.3. Farkhh CHI Konsantrasyonlarmin Siirgiin Sayis1 ve Siirgiin Uzunluguna
Etkileri

A. houstonianum bitkisinin kitosanin farkli molekiiler agirlikta ve asetilasyon
derecesinde hazirlanmis 6rnekleri ile muamele edilmesi sonucunda siirgiin sayisi ve
stirgiin uzunlugunun nasil degistigi incelendi. Sayimlarda kayda alinan siirgiin sayist

ve siirgiin uzunlugu verilerinin ortalama degerleri karsilastirmali olarak sirasiyla Sekil

3.11 ve Sekil 3.12°de verilmektedir.

2,00 -
1,80 -
1,60 -
1,40 -
1,20 |
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -

0,00 -

m DA %10

m DA %20

Ortalama Siirgiin Sayisi

2,5mg/L 5mg/L 10 mg/L
CHI Konsantrasyonlari

Sekil 3.11. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki
ortalama siirgiin say1s1 lizerine farkli konsantrasyondaki ve DA’daki
CHI uygulamalarmin etkileri

10,00
9,00
8,00 -

i

7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -

i

3,00 |
2,00 -
1,00 -

0,00 -

i

m DA %10

DA %20

Ortalama Surgiin Uzunlugu (cm)

2,5mg/L 5mg/L 10 mg/L
CHI Konsantrasyonlari

Sekil 3.12. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki
ortalama siirglin uzunlugu {izerine farkli konsantrasyondaki ve
DA’daki CHI uygulamalarinin etkileri
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Siirgilin sayist ve uzunluklarinin karsilastirmalar1 varyans analizi gerceklestirildi ve
farkliliklart Duncan ¢oklu karsilastirma programi ile incelendi. Tiim CHI
konsantrasyonlart1 ve kontrol grubu icin siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu

karsilastirmalart sirasiyla Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te verilmektedir.

2,50 -
2,00
@ u Kontrol
=
& H2,5mg/L DA %10
£ 1,50
B 5,0 mg/L DA %10
3
E = 10,0 mg/L DA %10
% 1,00 2,5 mg/L DA %20
£
o 5,0 mg/L DA %20
0,50 = 10,0 mg/L DA %20
0,00
Uygulamalar

Sekil 3.13. Farkli besi ortamlarindan almman bitki siirgiin sayilarinin
karsilagtiritlmast (Ayni st karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan
coklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark
yoktur.)

10,00 -

m Kontrol

M 2,5mg/L DA %10
m5,0mg/L DA %10
10,0 mg/L DA %10
M 2,5mg/L DA %20
5,0 mg/L DA %20

Ortalama Siirgiin Uzunlugu (cm)

10,0 mg/L DA %20

Uygulamalar

Sekil 3.14. Farkli besi ortamlarindan alinan bitki siirglin uzunluklarinin
karsilastirilmas1 (Aym st karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan
coklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark
yoktur.)
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3.4. Farkh CHI Konsantrasyonlarimin Yaprak Sayisina Etkileri

A. houstonianum bitkisi ile farkli besi ortamlar kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada
yaprak sayilar1 incelendi. Sayimlarda kayda alinan yaprak sayisi verilerinin ortalama
degerleri ve varyans analizi sonucu elde edilen verilerin Duncan c¢oklu karsilastirma

yontemi ile karsilagtirilmasi ile elde edilen veriler sirasiyla Sekil 3.15 ve Sekil 3.16°da

verilmektedir.

11,00
10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Ortalama Yaprak Sayisi

2,5mg/L

5mg/L
CHI Konsantrasyonlari

10 mg/L

DA %10
DA %20

Sekil 3.15. A. houstonianum’un inkiibasyon periyodu sonundaki
ortalama yaprak sayis iizerine farkli konsantrasyondaki ve DA’daki
CHI uygulamalarmin etkileri

12,00

10,00 -

8,00 -

6,00 -

4,00 -

Ortalama Yaprak Sayisi

2,00 -

0,00 -

Uygulamalar

m Kontrol
m2,5mg/L DA %10
m 5,0 mg/L DA %10
= 10,0 mg/L DA %10
H 2,5 mg/lL DA %20
m 5,0 mg/L DA %20
= 10,0 mg/L DA %20

Sekil 3.16. Farkli besi ortamlarindan alman bitki yaprak sayilarinin
karsilastirilmas1 (Aym st karaktere sahip ortalamalar arasinda Duncan
coklu karsilagtirma testine gore p < 0,05 seviyesinde istatistiki fark

yoktur.)
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3.5. Tartisma

Iapichino ve dig. (2017), A. houstonianum’u farkli konsantrasyonlarda besi ortamlari
kullanilarak in vitro teknikleriyle gogaltimin1 saglamis ve besi ortami igeriklerinin
bitki gelisimine etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda tiim BA
konsantrasyonlarinda siirglin uzunluklar1 IAA konsantrasyonlarindan daha iyi sonug
vermistir. En yliksek siirglin uzunlugu, 1,78 pM BA i¢eren MS besi ortaminda 6,0 cm
olarak ol¢iilmiistiir. Siirgiin uzunlugunun en iyi oldugu konsantrasyon 7,1 uM BA
igeren besi ortaminda 1 cm olarak Ol¢iilmiistiir ve kdklenme icin yeterli oldugu ve
kullanilabilecegi belirtilmistir. Bitkicik bagina ortalama kok sayist 1,14 puM IAA
konsantrasyonunda 8,2 olarak en iyi sonucu vermistir. En yiliksek kdk uzunlugu ise
2,28 pM TAA konsantrasyonunda 1,3 cm olarak Olgiilmiistiir. ITAA iceren besi
ortamimnin BA igeren besi ortamindan yaklasik %30 biiyiime artis1 gosterdigi
goriilmektedir. Uygun konsantrasyonda kullanildiginda IAA ve BA’nin A.
houstonianum gibi siis 6zelligine sahip bitkilerin hizla kiiltiire alinabilir oldugunu ve
tohum cogaltiminin yapilabildigini ortaya koymuslardir [99]. Bu tez g¢aligmasinda
stirgiin uzunlugu kontrol grubunda 5,11 cm iken en yiiksek 10 mg/L - %10 DA’da 8,37
cm olarak olgiildii. Ortalama kok sayis1 kontrol grubunda 4,72 iken en yiiksek kok
sayist1 6,78 ile 10 mg/L - %20 DA konsantrasyonunda o6l¢iildii. Ortalama kok
uzunluklar kontrol grubunda 5,60 cm iken en yiiksek kok uzunlugu 5 mg/L - %10 DA
konsantrasyonunda 6,83 cm olarak 6l¢iildi. BA, IAA ve CHI kullaniminin bitki
bliyiime 0Ozelliklerine benzer etkiler gosterdikleri goézlendi. Farkli CHI
konsantrasyonlari ile muamele edilen bitki 6rnekleri in vitro teknikleri kullanilarak

basariyla cogaltildi.

Mohammadi M. (2017), A. houstonianum’un kinetin (Kin) ve TAA bitki biiyiime
diizenleyicileri kullanilarak hazirlanmis MS besi ortamlarinin siirgiin ve kok gelisimi
ve bitki ¢ogaltimi iizerine etkilerini incelemistir ve diger Ageratum tiirlerinden basaril
bitkicik iiretimi saglamak icin etkili bir kaynak olmustur. Calisma sonucunda 0,4 - 0,4
mg/L konsantrasyonlarda Kin ve IAA igeren besi ortamindaki bitkicikler 2 - 3 cm boya
ulagsmig fakat nekroz sebebi ile yasamamuglardir. 1 - 0,4 mg/L Kin ve IAA
konsanrasyonlarda en yiiksek siirgiin uzunlugu 12 cm olarak Ol¢iilmiistiir fakat
bitkicikler yavag biiyliime gostermistir. En 1yi kok ve bitkicik gelisimi %88 oran ile 4
- 2 mg/L karisim konsantrasyonunda meydana gelmistir. 1 - 0,4 mg/L Kin ve 1AA
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karigiminda en yiiksek kok uzunlugu 3 cm olarak dlgiilmiistiir ve kok sayilart diger
konsantrasyonlara gore daha fazladir. Ayn1 konsantrasyonlarda Kin ve IAA karigimi
kullanmak yerine 2 kat konsantrasyonda Kin kullanmak bitkicik iiretimini artirmistir.
Yine de Kin ve IAA konsantrasyonlarinin birlikte kullanilmasinin bitkicik gelisimine
olumlu etkileri oldugunu ortaya koymuslardir [100]. Bu tez ¢alismasinda A.
houstonianum bitkisi CHI biyopolimeri ile muamele edildi. Calisma sonucunda en
yiiksek siirglin uzunlugu 10 mg/L - %10 DA konsantrasyonunda 8,37 cm olarak
Olgiiliirken en yiiksek kok uzunlugu 5 mg/L - %10 DA konsantrasyonunda 6,83 cm
olarak ol¢iildi. Ortalama kok sayilarinin en yiliksek degeri 10 mg/L - %20 DA
konsantrasyonunda 6,78 olarak o6lgiildii ve tiim konsantrasyonlardaki MS besi

ortamlarinda basariyla bitkicik olusumu saglandi.

A. houstonianum bitkisinin CHI biyopolimeri kullanilarak ¢ogaltimi ile ilgili bilimsel
yayin bulunmamaktadir. Bu sebeple CHI biyopolimerinin diger bitkilerle

gerceklestirilen caligmalarinda elde edilen bulgular karsilagtirildu.

Asghari ve dig. (2009), patates bitkisinin farkli konsantrasyonlarda CHI kullanilarak
cogaltimini gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda; en iyi siirgiin uzunlugu kontrol
grubu bitkilerinde 13,7 cm olarak Ol¢iilmiistiir. Diger gruplar i¢in, 150 mg/L. CHI
konsantrasyonu ise 13,5 cm ile en iyi ve yaklasik olarak kontrol grubu ile ayn1 oranda
biliylime davranis1 gostermistir. Kontrol grubu bitkilerinin bitki basia yaprak sayisi
ortalama 8,8 iken, en yiliksek yaprak sayisina sahip olan 500 mg/L CHI
konsantrasyonunda 9,8 olarak ol¢lilmiistiir ve bir miktar artis gézlenmistir. Ortalama
mini yumru sayilar1 kontrol grubunda 2,4 iken, 500 mg/L CHI konsantrasyonunda 3,3
olarak ol¢ililmiistiir ve artis gozlenmistir. Mini yumru verimi ise kontrol grubunda
ortalama 13,8 g iken, 500 mg/L CHI konsantrasyonunda 15,56 g olarak ol¢iilmiistiir
ve verim artig1 saglanmistir. Genel ¢aligma sonucunda, mini yumru artist 500 mg/L
CHI konsantrasyonunda %12,6; mini yumru verim artis1 ise %36,3 olarak verilmistir.
Calismada kullanilan 750 mg/L ve 1000 mg/L CHI konsantrasyonlar: bitki gelisimi
icin uygun olmamistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak uygun konsantrasyonlarda CHI
biyopolimeri kullanilarak bitki ve yumru gelisiminin miimkiin olabilecegi
belirtilmistir [44]. Bu tez ¢alismasinda ise A. houstonianum bitkisinin ¢ogaltiminda
kitosanin uygun konsantrasyonlarda kullaniminin biiyiime ve gelismeyi artirici etkiler

ortaya koydugu goriildii. Siirglin uzunlugu kontrol grubu bitkilerinde 5,15 cm olarak
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Olciiliirken en yliksek siirgiin uzunlugu 10 mg/L - %10 DA’da 8,37 cm olarak ol¢iildii
ve artig gosterdi. Yaprak sayisi kontrol grubu bitkilerinde ortalama 10,02 ile en ytliksek
degerde ol¢iildii. CHI biyopolimerinin muamele edildigi bitkinin 6zelliklerine bagh
olarak farkli bliylime 6zellikleri gosterebilecegi goriildii. Asghari ve dig. (2009)’nin
elde etmis oldugu verilere gére CHI biyopolimeri kullanima siirglin uzunlugunu artirici
ve yaprak sayisini azaltici etkiler gosterirken bu tez ¢alismasinda kullanilan bitki

materyalinin CHI ile muamele edilmesi sonucu paralel sonuglar elde edildi.

Kiang ve dig. (2004), HEK 293 (embriyonik bobrek hiicresi), SW 756 ve HeLa (rahim
hiicreleri) hiicrelerinin farkli molekiiler agirlik ve DD degerlerine sahip kitosan
biyopolimerlerinin kullaniminin gen transferine etkilerini incelemislerdir. Caligma
sonucunda yiiksek (390) molekiiler agirliktaki (kDa) kitosan, orta (209) ve diisiik (138)
molekiiler agirliga kiyasla daha iyi DNA okunmasina sebep olmustur. Ayni kDa
degerlerinde diisiik (%10) DA’ya sahip DNA molekiilleri daha iyi okunmustur. Serum
proteinlerinde %10 DA en iyi, %30 DA orta ve %38 DA’ya sahip olan genler ise en
az goziikmiis ve okunmustur. DA’nin artirilmasi, gen ekspresyonunu azaltmistir. Gen
ekspresyonunun azalmasinin kaslarda daha fazla lusiferaz transgen ekspresyonuna
sebep oldugu belirtilmistir [49]. CHI biyopolimerinin farkli DA’larda kullaniminin
farkli canli hiicrelerinde etkilerinin degiskenlik gosterebilecegi goriildii. Bu tez

caligmasinda kitosanin DA’s1 bitki biiyiime 6zellikleri tizerinde farkl etkiler gosterdi.

Kulikov ve dig. (2006), farkli molekiiler agirliklara sahip kitosanlarin bitkilerdeki
antiviral etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda en diisiik (1,2 ve 2,2) kDa %15
DA ya sahip CHI biyopolimeri ile muamele edilen bitkilerde en iyi viral aktivite
gozlendi. CHI monomerleri olan glukozamin ve N-asetilglukozaminin tek baslarina
uygulamalarinin antiviral etki gostermedigi belirtilmistir. Calisma, kiigiik kitosan
molekiillerinin (diisiik kDa’ya sahip) bitki biinyesine daha iyi niifuz etmesinden dolay1
antiviral etkinin daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur[50]. Falcon ve dig. (2008),
farkli DA ve konsantrasyonlara sahip kitosanlarin Nicotiana tabacum bitkisinin
patojenlere kars1 gosterdigi direnci incelemiglerdir. Calisma sonucunda 500 mg/L —
1000 mg/L %1 DA’ya sahip CHI konsantrasyonu patojen biiylimesini baskilamigtir.
Patojenlere kars1 %36 DA’ya sahip CHI kullanimi ise %46 oraninda koruma artisi
saglamistir. DA degisiminin farkli patojen direngleri meydana getirdigi belirtilmistir

[51]. A. houstonianum bitkisi ile gergeklestirilen bu ¢alismada ise diger ¢alismalara
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benzer sekilde molekiil agirligr ve DA degistikce inceleme parametrelerinin degisim

gosterdigi gozlendi.

Kanchanapoom ve dig. (2012), Lilium longiflorum Thunb. (zambak) bitkisinin kitosan
ve benziladenin (BA) ile muamele edilmesi sonucunda siirgiin gelisimine olan etkileri
incelemislerdir. Caligma sonucunda sadece 25 mg/l. CHI konsantrasyonu
kullaniminda ortalama siirglin sayist 5,0; sadece 5 mg/L BA konsantrasyonu
kullaniminda 4,7; 10 mg/L CHI ve 5 mg/L BA konsantrasyonlariin birlikte kullanimi
durumunda ise 3,3 olarak Ol¢iilmiistir. BA ve CHI biyopolmerinin bir arada
kullanilmasi bitkicik gelismesinde daha az etkili olmustur. Bu durumun sebebinin bitki
biiylime diizenleyicilerin endojen seviyelerindeki ve duyarliliklarindaki farkliliklardan
meydana gelebilecegi belirtilmistir. Kitosanin tek basina uygulanmasmin siirgiin
sayisinda en iyi sonuclar verdigi ve kitosan konsantrasyonu arttikca siirgiin ve yaprak
sayisinin arttigi belirtilmistir [46]. Bu tez ¢aligmasinda kitosan biyopolimeri kullanimi1
sonucunda A. houstonianum bitkisinin ortalama siirgtin sayis1 kontrol grubunda 0,92
iken 10 mg/L - %20 DA’da 1,86 ile 2 kat daha yiiksek degerde 6l¢iildii.

Lopez-Moya ve dig. (2017), Arabidopsis thaliana bitkisinin kitosan ile muamele
edilmesinin kok uzunlugu, taze agirlik, yaprak sayisi ve gigeklenme siiresine etkilerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda %15 DA ve DP-70’ye sahip CHI
konsantrasyonlar1 ile muamele edilen bitkilerde en iy1 sonucu 0,1 mg/ml CHI
konsantrasyonu vermistir ve kok uzunlugu 8,96 cm olarak ol¢iilmiistiir. En diisiik etki
ise 1 mg/ml salisilik asit iceren ortamda olup, kok uzunlugu 0,59 cm olarak
Olciilmiistiir. Domates bitkisinde ise en iy1 siirglin sayist 0,01 mg/ml CHI igeren
konsantrasyonda yaklasik 6,4 cm, en diisiik siirgiin sayist ise 2 mg/ml CHI igeren
konsantrasyonda yaklasik 2,5 cm olarak oOlgiilmistiir ve yaklagik 2,5 kati etkiye
sahiptir. Kok uzunluklar1 incelendiginde en iyi sonug¢ kontrol grubu bitkilerinde
yaklasik 16,3 cm, en diisiik sonug¢ 0,5 mg/ml CHI konsantrasyonunda yaklasik 6,1 cm
olarak 6lciilmiistiir ve kok uzunluklar1 yaklasik 2,5 kat azalmistir. Calisma sonucunda
gen ifadesinin azalmasinin kok gelisimini baskiladig: ifade edilmistir. Kitosanin
bitkilerde fotosentetik hizi artirici olabilecegi, alkaloidler ve lignin gibi metanolitlerin
etkinligini artirabilecegini gostermislerdir [47]. Bu tez calismasinda kok sayisinin 2,5
mg/L %10 DA, 5 mg/L %10 DA ve 2,5 mg/L %20 DA konsantrasyonlarinda azalma
gosterdigi, kok uzunlugunun 2,5 mg/L %10 DA ve 10 mg/L %20 DA
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konsantrasyonlarinda azalma gosterdigi ve yaprak sayisinin tiim konsantrasyonda
azaldig1 gozlendi. Uygun konsantrasyonlarda, Lopez-Moya ve dig.’nin ¢alismasi ile

paralel sonuglar ortaya koyuldugu goriildii.

Salachna ve Zawadzinska (2014), Freesia (Frezya) bitkisinin biiyiime ve
ciceklenmesine CHI biyopolimerinin etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda,
stirglin uzunlugu, yaprak sayist ve klorofil miktar1 orta ve yiiksek kDa’ya ve %15
DA’ya sahip CHI kullaniminda kontrol grubuna gére %16,8 artis gdzlenmistir. Siirgiin
uzunluklar1 kontrol grubu bitkilerinde ortalama 51,2 cm iken yiiksek konsantrasyonda
61,1 cm ile en yiiksek degere ulagsmistir. Ortalama siirgiin sayis1 kontrol grubu
bitkilerinde 1,12 iken en yiiksek siirgiin sayisi orta konsantrasyonda 1,58 olarak
Ol¢iilmiistiir. Ortalama yaprak sayilari yiiksek konsantrasyonda 8,4 ile en yliksek
degere ulasirken kontrol grubunda 5,23 olarak Olciilmiistiir. Frezya bitkisinin
soganlarin1 yiiksek molekiiler agirliga sahip CHI biyopolimeri ile 1slatmak sogan
biiyiikliigiiniin artmasini saglamistir [52]. A. houstonianum bitkisine uygulanan CHI
biyopolimerinin molekiiler agirliginin artmasi sonucunda siirgiin uzunlugu %10
DA’da 5,11 cm’den 8,37 cm’ye ylikselerek yaklasik 1,5 kat artis gosterdi. Yaprak
sayist kontrol grubunda ortalama 10,02 ile en yiliksek degere ulasti. CHI biyopolimeri
kullanimi1 sonucunda yaprak sayilar1 azaldi. Yapilan ¢aligma Salachna ve Zawadzinska
(2014)’nin ¢alismas1 ile karsilastirildiginda siirgin uzunlugu degisiminde benzer
sonuglar elde edilirken yaprak sayilarinda elde edilen sonuglarin tersinir oldugu

goriildi.

Pornpienpakdee ve dig. (2010), farkli deasetilasyon derecelerinde (DD) ve farkli
konsantrasyonlarda oligomerik ve polimerik kitosan kullanimimin Dendrobium
orkideleri {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda ortalama
protokorm sayis1 kontrol grubunda 278,25 iken en yiiksek degere P-70 10 mg/L’de
540,75 degerine ulasmistir. En diistik deger ise P-70 80 mg/L konsantrasyonuna 62,0
olarak 6l¢ililmiistiir. Ortalama siirgiin sayilar1 kontrol grubu bitkilerinde 22,0’dir. En
yiiksek siirgiin sayist O-80 10 mg/L konsantrasyonda 39,20 iken en diisiik siirgiin
sayist P-80 80 mg/L konsantrasyonda 13,64 olarak Olc¢lilmistiir. Ortalama siirgiin
uzunlugu kontrol grubu bitkilerinde 1,86 cm olarak Sl¢iilmiistiir. En yiiksek siirgiin
uzunlugu P-80 10 mg/L konsantrasyonda 2,24 cm iken en diisiik siirglin uzunlugu P-

70 40 mg/L konsantrasyonda 1,51 cm olarak dlgiilmiistiir. Ortalama kok uzunluklar
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kontrol grubu bitkilerinde 2,89 cm ile en diisiik degerde olciiliirken en yiiksek kok
uzunluklar1 P-80 10 mg/L konsantrasyonda 4,54 cm olarak dl¢lilmiistiir. Sonug olarak;
P-70 10 mg/L veya 20 mg/L konsantrasyonlar1 bitkiciklerin en iyi sekilde hayatta
kalma oranini ve biiylime oranini artirmak i¢in piisklirtme yontemiyle kullanilabilecegi
bildirilmistir [53]. Bu ¢alismada oligomerik CHI kullanim1 sonucunda siirgiin sayisi
%20 DA’da ve 10 mg/L konsantrasyonda 1,86 ile en yiiksek degere ulasti. Siirgiin
uzunlugunun en diisiik degeri 10 mg/L - %20 DA’da 6l¢iildii. Kok uzunluklar: 10 mg/L
- %20 DA konsantrasyonunda 1,82 cm ile en diisiik degerde 6lgiildii. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglar ile Pornpienpakdee ve dig. (2010)’nin yaptigi caligmadaki
sonuglar incelendiginde ayn1 DA’ya sahip CHI kullanimiin A. houstonianum bitkisi

tizerinde farkli etkiler gosterdigi gozlendi.

Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde; kitosanin DA ve DP ozelliklerinin degisimi

sonucunda farkli organizmalarda farkli etkilerin gortilebilecegi anlagiimaktadir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Ageratum houstonianum bitkisinin 2,5 mg/L - %10 DA, - 5,0
mg/L - %10 DA, 10,0 mg/L - %10 DA, 2,5 mg/L - %20 DA, 5,0 mg/L - %20 DA, 10,0
mg/L - %20 DA konsantrasyonlarinda ve DA’larinda CHI biyopolimeri kullanilarak
mikrogogaltim1 gergeklestirildi. Altmis giin boyunca gozlemlenen bitkiler bu siire
sonunda incelendi ve ¢imlenme, kok sayisi, kok uzunlugu, siirgiin sayisi, siirglin
uzunlugu ve yaprak sayis1 gibi dzellikleri istatistiksel olarak yorumlandi. Istatistiksel

verilerin sonuglari su sekilde yorumlanabilir:

CHI biyopolimerinin ¢imlenme oranini azalttigi tespit edildi. 30., 45. ve 60. giinde
yapilan incelemelerde en yiiksek ¢imlenme oraninin kontrol grubunda gergeklestigi ve
CHI biyopolimeri ile muamele edilen tiim bitkilerde ¢imlenmenin daha geg¢ baglayarak
daha az sayida gerceklestigi sonucuna varildi. Yalnizca CHI ile muamele edilen besi
ortamlarinda elde edilen sonuglar incelendiginde CHI biyopolimerinin DA’sinin

artmasi ile birlikte ¢imlenme orani artis gosterdi.

Kok sayilart incelendiginde; 10 mg/L - %20 DA, 10 mg/L - %10 DA ve 5 mg/L - %20
DA konsantrasyonlarinda CHI iceren MS besiyerlerinde sirasiyla en yiliksek kok
sayilarina ulastigi tespit edildi. CHI biyopolimerinin uygun konsantrasyonda
kullantmimin koék sayisini artirabildigi goriildi. DA artisi kok sayisim 2,5 mg/L
konsantrasyonda degistirmezken 5 ve 10 mg/L konsantrasyonlardinda artirdi. Sabit

DA degerinde molekiil agirligiin artirilmasi sonucunda kok sayisi artis gosterdi.

Koklerin 5 mg/L - %10 DA ve 2,5 mg/L - %20 DA konsantrasyonlarinda kontrol
grubundan daha yiiksek uzunluga ulastig1 goriildii. DA artis1 kok uzunlugunu 2,5 ve 5
mg/L konsantrasyonlarinda azaltirken 10 mg/L konsantrasyonunda artirdi. %20 DA
konsantrasyonunda molekiil agirligi artist sonucunda konsantrasyonunun kok

uzunlugu artig gosterdi.
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Siirgiin sayilari; tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna oranla daha fazla siirgiin
sayisina ulasirken en fazla siirgiin olusumu 10 mg/L - %20 DA konsantrasyonu igeren
MS besi ortaminda gozlendi. Siirglin sayilar1 incelendiginde, DA artisinin siirgiin
sayisini tiim konsantrasyonlarda artirdigi goriildii. Molekiiler agirlik artist %10 DA
konsantrasyonunda siirgiin sayisini arttirirken, %20 DA konsantrasyonunda yalnizca

10 mg/L konsantrasyonunda artis gézlemlendi.

Siirgiin uzunlugu; kontrol grubuna oranla 10 mg/L - %20 DA konsantrasyonu hari¢
daha yiiksek degerlerde 6l¢iildii. 2,5 mg/L - %10 DA konsantrasyonu ise kontrol grubu
ile neredeyse ayni1 uzama etkilerine sahipti. Siirgiin uzunlugunun DA’ya bagl olarak
degisimi 2,5 ve 5 mg/L’de artig gosterdi. 10 mg/L - %20 DA konsantrasyonunda CHI
kullanim1 siirgiin uzunlugunun azalmasina sebep oldu. %10 DA’ya sahip tiim
konsantrasyonlarda molekiiler agirliga bagli olarak siirgiin uzunlugu artarken %20

DA’da azaldi.

CHI biyopolimerinin yaprak sayilarini azalttigi tespit edildi. Calismada en fazla yaprak
sayist kontrol grubunda elde edilirken en diisiik yaprak sayis1 10 mg/L - %20 DA
konsantrasyonu iceren MS besiyerinde goriildii. 2,5 ve 5 mg/L konsantrasyonlarinda
DA artisina bagl olarak yaprak sayisi artarken 10 mg/L’de azaldi. Sabit DA degerinde
molekiil agirliginin artirilmast durumunda %10 DA’nin yaprak sayisini artirdigi ve

%20 DA’nin azalttig1 gorildii.

Tiim sonuglar bir arada incelendiginde CHI biyopolimerinin kullanim miktarinin
ve/veya DA’smin bikti biiylime parametrelerinde farkli davramiglar sergiledigi
gorildii. Tim parametrelerin artirllma veya azaltilma hedefinin tek bir

konsantrasyonda elde edilemedigi gézlendi.

A. houstonianum’un verimli bir sekilde in vitro ¢ogaltiminin yapilmasi i¢in en iyi DA

ve CHI konsantrasyonunun 2,5 mg/L - %20 DA oldugu goriildii.

Bulgular ve tartisma bdoliimiinde elde edilen ve istatistiksel olarak agiklanan veriler
kullanilarak yorumlanan sonuglar A. houstonianum bitkisinin CHI biyopolimeri ile
mikrogogaltiminin yapilacagi uygulamalarda ¢imlenmeyi geciktirebildigi, kok sayisi,
kok uzunlugu ve silirglin uzunlugunu uygun konsantrasyonlarn kullanimi ile

artirabildigi, siirgiin sayisini tiim konsantrasyonlarda bariz bir sekilde artirabildigi,
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yaprak sayisini ise bariz bir sekilde azalttig1 sonucuna varildi. Uygulamada talep edilen
ozellige bagl olarak uygun konsantrasyonun sec¢ilmesi ile birlikte kok sayisi, kok
uzunlugu, slirglin sayisi, slirglin uzunlugu ve yaprak sayisi gibi oOzellikler CHI

kullanimi ile optimize edilebilir.

A. houstonianum bitkisinin kullanim yeri ve amacina bagli olarak yayilmasi veya
baskilanmast uygun CHI biyopolimeri konsantrasyonlari kullanimi ile miimkiin
olabilir. CHI biyopolimerinin siirgiin uzunlugunu artirabilmesi sonucunda bir siis
bitkisi olan A. houstonianum daha hizli biiylime gostererek gorsel anlamda daha iyi
olabilir. Dis mekan bitkisi olarak kullanimi1 durumunda kok gelisimini baskilayacak
konsantrasyonlar bitkinin topraktan almasi gereken ihtiyaglarim1 yeterince
alamadigindan gelisimini olumsuz etkileyebilir. CHI uygulamasinin ¢imlenmeyi
geciktirdigi tespit edildigi i¢in bitkinin ¢ogalmasi daha uzun siirede gergekleserek
istilact Ozelligi baskilanabilir. Kitosanin yaprak gelisimini baskilamasi sonucunda

fotosentez kabiliyeti azalacagindan giin 1s181ina maruziyet gereksinimi artabilir.

Siis bitkileri yetistiriciliginde dogaya zarar vermeden bitki biiylime ve gelisimini
artirmasi, dogal ve giivenilir olmasi, siirdiiriilebilir kullanim olanagina sahip olmasi
gibi ozellikleri sayesinde dogal biiyiime artirict olarak kitosan biyopolimerinin
kullanim1 tercih edilebilir. Uygun konsantrasyonda ve DA’da CHI kullanimi ile
birlikte kisa zamanda yiiksek verimlilikte bitki iiretiminin gerceklestirilmesi miimkiin
olabilir ve bu sayede birim maliyetlerde azalma meydana getirilebilir. In vitro kosullar
altinda tohumlardan bitkicik elde edilmesi ve bu bitkiciklerin alt kiiltlirlere alinarak
cogaltimi ile birlikte ithal tohum gereksinimi azaltilabilir. Calismada elde edilen

sonuglarin farkls siis bitkilerinde farkli etkiler ortaya ¢ikarabilecegi unutulmamalidir.
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