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Oz

Bu ¢alisgma monotipik endemik Dorystoechas hastata bitkisinin kallus kiiltiirlerinin olusturulmasinda, eksplant tipi ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin etkisinin belirlenmesi amaci ile planlanmigtir. Dogal ortamindan toplanmig ve in vitro elde edilmis bitkilerin ¢esitli
kisimlari tek basina BA veya 2,4-D ve bu biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlarini igeren 1/2 MS besi ortamlarina alinmigtir.
Higbir bitki biiyume diizenleyici igermeyen 1/2 MS besi ortami kontrol olarak belirlenmistir. Dogal ortamindan alinarak kiiltiire edilen
eksplantlar ile in vitro fidelerden elde edilen yaprak sap1 eksplantlar kiiltiire cevap vermemistir. In vitro fidelerden elde edilen yaprak
cksplantlar1 ise sadece 2 mgL™? BA iceren 1/2 MS ortaminda kallus olusturmuslardir. In vitro elde edilmis fidelerin kotiledon
eksplantlar kiiltiire farkli oranlarda kallus indiiksiyon frekansi olusturarak cevap vermiglerdir. En yiiksek kallus indiiksiyon frekans 1
mgL™! BA ve 2 mgL? 2,4-D iceren 1/2 MS ortaminda elde edilmistir (% 55). Denemelerin sonunda Dorystoechas hastata bitkisinin
kallus kiiltiirlerinin olusturulmasinda kotiledonlar en uygun eksplant olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Dorystoechas hastata, kallus, kotiledon, bitki biiyiime diizenleyicisi

Development of Callus due to Explant Type and Plant Growth
Regulators in Dorystoechas hastata Plant

Abstract

This study was planned to determine the effect of explant type and plant growth regulators in the formation of callus cultures of the
monotypic endemic Dorystoechas hastata plant. Various parts of the plants collected from their natural population and obtained in
vitro were cultured on 1/2 MS medium containing BA or 2,4-D alone and combinations of these growth regulators. 1/2 MS medium
without plant growth regulators was determined as control medium. The explants collected from wild and petiol explants obtained
from in vitro seedlings did not respond to culture. Leaf explants obtained from in vitro seedlings formed calli only on 1/2 MS medium
with 2 mgL™* BA. Cotyledon explants obtained from in vitro seedlings were responded to the culture by creating callus induction
frequency at different rates. The highest callus induction frequency was obtained on 1/2 MS medium with 1 mgL™* BA and 2 mgL™*
2,4-D (55%). At the end of the experiments, cotyledons were determined as the most suitable explants in the formation of callus
cultures of Dorystoechas hastata.

Keywords: Dorystoechas hastata, callus, cotyledon, plant growth regulators

BA- N6-Benziladenin

1 Sorumlu Yazar: Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Aydm, Tiirkiye ORCID: 0000-0003-1095-3908,
yelda@adu.edu.tr

http://dergipark.gov.tr/ejosat 367



http://dergipark.gov.tr/ejosat
https://orcid.org/0000-0003-1095-3908?lang=en

European Journal of Science and Technology
2,4-D- 2,4-diklorofenoksi asetik asit

MS —Murashige and Skoog medium

1. Giris

Lamiaceae familyasi eterik yag tiretim kapasitesi ile 6ne ¢ikmis 6nemli tiirlere sahip, kozmopolit yayilis gosteren bir familyadir.
Familya iiyeleri diinya lizerinde yaklasik 256 cins ve 700’lin lizerinde tiir ile (Harley ve ark., 2004) Tiirkiye’de ise 45 cins ve 546 tiir
ile temsil edilmektedir ve iilkemizdeki endemizm oran1 % 42’dir (Baser, 1994).

Lamiaceae familyasi iiyelerinin ¢ogu ugucu yag igermektedir ve bu 6zellikleri nedeni ile baharat, parfiimeri eldesi ve geleneksel
tip uygulamalarinda genis Olciide kullanim alanina sahiptir. Familyanin bir ¢ok tiiriiniin farmakolojik &zellikleri arastirilmis ve
terpenoid, iridoid, flavonoid ve fenolik bilesikler bakimindan zengin kimyasal igerige sahip olduklari rapor edilmistir (Naghibi ve
ark., 2005).

Dorystoechas hastata Boiss. & Heldebr. Ex Bentham Lamiaceae familyasina ait monotipik endemik bir tiirdiir (Davis, 1982).
Bitki; Antalya ve g¢evresinde “Calba Cay1” olarak bilinmekte ve soguk alginligina karsi taze ya da kurutulmus yapraklari lokal
kullanicilar tarafindan tiiketilmektedir (Erdag ve ark., 2010). Ayrica bitki “Devren kekigi” olarak da adlandirilmaktadir (Giiner ve
ark., 2012). Tiir ile ilgili raporlar olduk¢a sinirlidir. Venturella ve ark. (1988) tarafindan bitkinin flavonoid ve terpenoidleri i¢erdigi
rapor edilmistir. Bir bagka arastirmada bitkinin yapraklarinin prolin i¢erigi ve antioksidan aktivitesi arastirilmis, bitkinin yiiksek prolin
icerigine sahip oldugu ve antioksidanlarin dogal kaynagi olabilecegi yoniinde bilgiler verilmistir (Karagozler ve ark., 2008). Erkan ve
ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 bir baska arastirmada bitkinin fenolik bilesik profili belirlenmis ve antioksidan aktivitesi rapor edilmistir.
D. hastata ile ilgili in vitro teknikler kullanilarak yapilan tek arastirmada ise aksiller siirgiin eldesi ile mikrogogaltim protokolii
tanimlanmistir (Erdag ve ark., 2010 ) Tiim bu aragtirmalar ve sonuglari bitkiye olan ilgiyi her gecen giin daha da arttirmaktadir.

Dogal bitkisel biyoaktif bilesenlere artan ilgi, arastiricilar1 biyoteknolojik yontemlerle istenilen bilesiklerin elde edilmesi
yoniindeki ¢aligmalara yonlendirmistir. Farkli in vitro tekniklerin dogal tiriinlerin gergek ve stirdiiriilebilir kaynagi olabilecegi Vijaya
ve ark. (2010) tarafindan da rapor edilmistir. Bu yontemlerden biri olan kallus kiiltirleri ile ana bitkide bulunan biyoaktif bilegenlere
denk veya daha giiglii 6zel tibbi bilesenlerin etkili bir sekilde iiretilebilecegi pek ¢ok arastirmada bildirilmistir (Tan et al., 2010;
Vijaya et al., 2010; Hussain et al., 2012)

Fenolik bilesiklerce zengin bitkilerin in vitro kiiltiire alinmalari sirasinda bu fenolik bilesiklerin kesik yiizeylerden salinmasi
ve bunun sonucu olarak eksplant kahverengilesmesi ve ardigik biiylimenin durmasi bu bitkilerin in vitro kiiltiirlerinin olusturulmasi
sirasinda karsilagilan problemlerdendir (Bhojwani ve Razdan, 1996; Aliyu, 2005; Poudyal ve ar., 2008). Fenolik bilesiklerin
salimmasini engelleyecek ve/veya salinan bilesikleri absorbe edecek ortam bilesenlerinin kullanilmasi bir ¢6ziim olarak kullanilmasina
ragmen; fenolik bilesikleri ortama az salan eksplantlar kullanilmasi ve bu eksplantlarin kallus olusturma cevaplarina bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkisinin belirlenmesi daha pratik bir yol olarak gériinmektedir.

Bu ¢alisma Dorystoechas hastata bitkisinin kallus kiiltiirlerinin olusturulmasinda eksplant tipi ve bitki bitylime diizenleyicilerinin
etkisini belirlemek amaci ile planlanmistir ve sonuglarin kallus kiiltiirleri ile bitkinin ¢ogaltilmasi sirasinda karsilagilan problemlerin
¢ozlimiine yonelik bir katki saglamasi hedeflenmektedir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada Dorystoechas hastata Boiss. & Heldebr. Ex Bentham bitkisinin dogal ortamindan toplanan yaprak ve yaprak saplari
ile in vitro elde edilmis fidelerin yaprak, yaprak sap1 ve kotiledon eksplantlar1 baslangi¢ materyali olarak kullanilmigtir.

Dogal ortamindan toplanan yaprak ve yaprak saplari %70’lik Etil alkol'de 5 dakika tutulmus daha sonra % 4.5’lik sodyum
hipokloritte (NaOCI, 3 damla tween-20 ilaveli) 8 dakika siire ile steril edilmistir. Steril edilen materyaller 5’er dakika siire ile 3 kez
steril distile su ile durulanmustir.

In vitro tohum sterilizasyonu ve ¢imlenmesi Erdag ve ark., (2010) tarafindan belirlenen protokole gore gergeklestirilmistir. Buna
gore; 30 dakika boyunca ¢esme suyu altinda yikanan tohumlar; %70°lik Etil alkolde 10 dakika tutulmus daha sonra % 4.5°1lik sodyum
hipokloritte 15 dakika siire ile steril edilmistir. Steril edilen tohumlar 5’er dakika siire ile 3 kez steril distile su ile durulanmis ve daha
sonra yar1 giiclii Murashige ve Skoog (1/2 MS, Murashige ve Skoog, 1962) ortamina aktarilmislardir. Bu ortamda ¢imlenen fidelerin
7 glinliik kotiledon parcalar1 ve 4 haftalik yaprak ve yaprak saplar1 eksplant olarak kullanilmaistir.
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Tiim denemelerde ¥» MS ortammna N®-Benziladenin (BA; 0.5, 1.0 ve 2 mgL?) ve 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D; 0.2, 0.5,
1.0 ve 2 mgL) tek bagina veya 2,4-D: BA kombinasyonu (0.2:0.5, 0.2:1.0, 0.2:2.0, 0.5:0.5, 0.5:1.0, 0.5:2.0, 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:2.0,
2.0:0.5, 2.0:1.0 ve 2.0:2.0 mgL™?) seklinde ilave edilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen ortam kontrol olarak kullamlmigtir.
Tim ortamlar %3 sukroz (w/v) ve % 0.8 agar-agar (w/v) icermektedir. Ortamlarin pH's1 121°C’ta 15 dakika boyunca otoklavda steril
edilmeden 6nce 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI ¢ozeltileri ile 5.8’e ayarlanmustir.

Kiiltiirler 2 haftalik araliklarla alt kiiltiir edilmistir. Kallus indiiksiyon frekansi1 (Kif), kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra asagida
yer alan formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Kir = Kallus olusturan eksplant sayis1 X 100
Kullanilan toplam eksplant sayisi
Tium kiiltiirler 24+2°C’de 16 saat fotoperiyot kosullarinda tutulmustur. Denemeler bir kavanoza 4 eksplant gelecek sekilde 5
tekrarlidir ve tiim denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

3. Arastirma Bulgular1 ve Tartisma

Dorystoechas hastata bitkisinin dogal ortamindan toplanan yaprak ve yaprak saplari i¢in uygulanan sterilizasyon uygun sonug
vermistir ancak ortamlara aktarilan steril eksplantlar kisa siirede kararma goéstermis ve canlhiliklarimi yitirmislerdir. D. hastata
bitkisinin dogal ortamindan toplanmis yaprak ve yaprak saplar1 in vitro kiiltlire cevap vermede basarisiz olmustur.

In vitro ¢imlenmis steril bitkiciklerin yaprak sap1 eksplantlar1 da kiiltiire cevap vermemistir. In vitro ¢imlenmis bitkiciklerin
yaprak ve kotiledon gibi kisimlari ise kiiltiire kallus olusumu seklinde cevap vermislerdir. Yapraklarin eksplant olarak kullanildig:
denemelerde ortamlara aktarilan eksplantlarin hemen hepsi baslangicta sisme gostermis (Sekil 1), ancak bir siire sonra canliliklarini
yitirmislerdir. Sadece 2 mgL™! BA igeren ortamlara aktarilan eksplantlar kallus olusturmuslardir (Sekil 2). Olusan kalluslar alt kiiltiir
edilmis ve kallus biyomasi belirli bir dereceye kadar artmistir. Kalluslar kahverengi ve kompakt goriiniimliidiir (Sekil 3). Bu durum
olasilikla eksplant kaynakli oksidatif stres tepkisinden ¢ok, sekonder metabolizmaya iliskin olaylardan kaynaklanmaktadir ve sik
altkiiltiirleme (yaklasik 2 haftada bir) ile bu sorun agilamamustir.

Sekil 1. 2 mgL? BA igeren %2 MS ortaminda sisme gosteren yaprak eksplantlar

Sekil 2. 2 mgL* BA igeren ¥ MS ortaminda yaprak eksplantlarindan gelisen kalluslar
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Sekonder metabolizmanin biiyiime diizenleyicilerine bagl farklilasma stireci ile yakin iliskili oldugu kabul edilmektedir (Barz ve
ark., 1990; Fowler, 1981; Lindsey ve Yeoman, 1983; Rhodes ve ark., 1986). Ornegin, Digitalis lanata mn hiicre kiiltiirleri morfolojik
olarak farklilasamadiklari zaman farmasotik degeri olan glikozidleri tiretme yeteneginde degildir ve kiiltiirlerde bu maddeler ancak
organogenezin induksiyonundan sonra tekrar belirlenebilmektedir (Luckner, 1982). Ancak tersi durumlar da literatiirde mevcuttur.
Azadirachta indica kallus kiiltiirlerinde azadirahtin {iretimi ile ilgili olarak yapilan bir arastirmada (Wewetzer, 1998), azadirahtin
iretimi icin morfolojik farklilasmanin 6nkosul olmadigi ve farklilasmamis hiicrelerde yiiksek azadirahtin konsantrasyonuna
rastlanildig1 sonucu verilmistir. Ayni ¢alismada, alt kiiltiir sayisinin (kallus yast) bu maddenin ekspresyonunda 6nemli bir role sahip
olabilecegi de rapor edilmistir.

Denemelerimizde yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin alt kiiltlirleme ile biyomasinin artarken, belli bir siire sonra
karararak kendine toksik etki yapmasi olasilikla artmig sekonder metabolit igerigi ile iligkili olabilir. Fenolik oksidasyona bagli, doku
kahverengilesmesi ve 6liimii pek ¢ok bitkinin in vitro kiiltiir ¢aligmalarinda temel problemlerden biridir. Bu islem, fenolik bilesiklerin
oksidasyonu nedeniyle bitki dokularinin yiizeyinin esmerlesmesiyle baglar, bu da bitki dokusunda oldukg¢a reaktif ve toksik olan
kinonlarin olusumuna yol agar (Taji ve Williams, 1996). Bizim denemelerimizde fenoliklerin artig1 kallus biyomas artisi ile paralel
gergeklesmis goriinmektedir. Ancak konu ile ilgili ileri denemelere ihtiyag vardir.

Sekil 3. 2 mgLt BA igeren % MS ortaminda 2 altkiiltiir sonrasi kahverengi kompakt kalluslar

Yaklasik 7 giinliik kotiledon eksplantlariin kullanildigi denemelerimizde eksplantlar herhangi bir kahverengilesme
gostermemistir. Fenolik igerik konsantrasyonlarinin ¢imlenmenin farkli evrelerinde azalmig ya da artmis olabilecegi Thomas ve
Ravindra (1999) tarafindan da rapor edilmistir. Ozyigit ve arkadaslarinin (2007) pamuk bitkisinin fenolik madde igerigi iizerine
yaptiklar1 bir arastirmada ¢imlenmenin ilk 7 giiniinde total fenolik madde igeriginin en diisiik oldugu sonucuna varilmigtir. Bizim
denemelerimizde yaprak ve kotiledon eksplantlarinin gelisim evresine bagl olarak fenolik igerik farkliligi in vitro kiiltiire cevabi
etkilemis olabilir.

Kotiledon eksplantlarinm kullanildigi denemelerde 2 mgL™ 2,4-D’nin tek basma kullanildig1 ortam hari¢ tiim ortamlarda (bitki
biiyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol grubu da buna dahildir) kallus olusumu gozlenmistir. Denemelerde uygulanan bitki biiyiime
diizenleyici tip ve konsantrasyonuna gore kallus indilksiyon frekans1 degisiklik gostermektedir. Eksplant dogasma ilave olarak
hormonal diyetin kallogenezi etkiledigi pek ¢ok arastirmada da rapor edilmistir (Hamid ve ark., 2012).

Tek basma BA ve 2,4- D kallus olusumunu tesvik etmistir. Ancak diigiik oranlarda kallus olusumu gerceklesmistir. Her iki bitki
biiylime diizenleyicisinin kombinasyonu ile kallus indiiksiyon frekansi artmsgtir. En yiiksek kallus indiiksiyon frekansi 1 mgL?! BA ve
2 mgL12,4-D igeren ¥ MS ortaminda elde edilmistir (% 55). Bu ortamu sirastyla 1 mgL™* BA + 0.5 mgL™2,4-D (%45) ve 1 mgL' BA
+1 mgL?12,4- D ve 2 mgL*BA + 1 mgL?2,4- D (%40) ilaveli ortamlar izlemistir (Sekil 4).

D. hastata monotipik bir bitki oldugu i¢in ayni cinsten tiirler ile karsilagtirma yapmak miimkiin degildir. Bu nedenle aymi familya
iiyelerine ait veriler bulgular1 degerlendirmek i¢in irdelenmistir.
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Sekil 4. BA ve 2,4- D’nin farkli konsantrasyonlarini igeren %2 MS ortamlarinda goriilen kallus indiiksiyon frekanslari.

2,4- D kallus indiiksiyonunu tegvik etmek i¢in tek bagina veya sitokininlerle (6zellikle benzil amino piirin) kombine edilerek
yaygin olarak kullanilmaktadir (Loredo-Carrillo ve ark., 2013). Oksinin yiiksek konsantrasyonu ile ona gore diigiik sitokinin
konsantrasyonunun kallus indiiksiyonu i¢in daha etkili oldugu Salvia canariensis (Molina, 2004) ve Tribulus terrestis (Sharifi ve ark.,
2012) ile yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir. Bizim denemelerimizde bu durum sadece tek bir kombinasyonda belirlenmis (1 mgL™
BA ve 2 mgL12,4-D iceren % MS ortam) ve bu ortamda en yiiksek kallus indiiksiyon frekansi elde edilmistir.

Kotiledonlardan gelen kalluslar kirilgan ve sarimsi- yesil renktedir (Sekil 5). Kirilganlik ve renk iyi kallogenezin gostergesidir
(Karim ve ar., 2005; Abeda, 2015). Kirilgan kallus terapatik kullanim i¢in sekonder metabolitlerin genis 6l¢iide kaynagi olan hiicre
stispansiyon kiiltiirlerini tiretmek i¢in kullanilmaktadir (Boix ve ark., 2013).

Boix ve arkadaslarimin (2013) bir Lamiaceae familyas iiyesi olan Rosmarinus officinalis *in yaprak eksplantlari ile yaptiklart bir
arastirmada 2,4-D (0.5 ve 2 mgL? 2,4-D) kullanimu ile kirilgan kalluslar elde edilmistir. Ancak bu kalluslar rejeneratif kapasiteye
sahip degildir. Benzer sonuglar Cymbopogen martini (Patnaik ve ark., 1997), Origanum vulgare ve Origanum syriacum (Arafeh ve
ark., 2006) gibi diger Lamiaceae iiyelerinde de rapor edilmistir. Bizim denemelerimizde de kalluslar rejeneratif kapasiteye sahip
degildir. Sadece 0.5 mgL ! BA ilaveli 4 MS ortamina aktarilan kotiledon eksplantlar1 direkt rejenerasyon gostermis, ancak elde edilen
stirgtinlerin bodur ve hemen hepsinin hiperhidrik oldugu goériilmistiir (Sekil 6).

Sekil 5. 1 mgL* BA ve 2 mgL™2,4-D igeren ¥» MS ortamina aktarilan kotiledon eksplantlarindan elde edilen sarimsi- yesil,
kirilgan kalluslar.
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Sekil 6. 0.5 mgL1BA ilaveli %2 MS ortaminda dogrudan olusan hiperhidrik siirgiinler.

4. Sonug

Bitki doku kiiltiirlerinde tibbi dnemi olan biyoaktif bilesikleri iiretmek i¢in mikrogogaltim, organogenezis ve hiicre siispansiyon
kiiltiiri gibi farkli prosediirler kullanilmaktadir. Hiicre silispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda kalluslarin yapist 6nem
tagimaktadir. Kirilgan kallus tipi hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tip kallus eldesi i¢inde uygun
eksplant tipi ve bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada monotipik endemik D.
hastata bitkisinin kallus kiiltiirlerinin olusturulmasinda uygin eksplant tipi ve biiyiime diizenleyici konsantrasyonu belirlenmistir.
Sonuglarin kallus kiiltiirleri ile bitkinin ¢ogaltilmasi sirasinda karsilasilan problemlerin ¢éziimiine yonelik bir katki saglamasi
hedeflenmistir.
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