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Oz: Bu calismada, Alkanin/Sikonin (A/S) bakimindan zengin olan Alkanna orientalis ve endemik Alkanna sieheana
tiirlerinin tohum canliliginin test edilmesi, ¢cimlenme yiizdesinin ve in vitro A/S {iretimine uygun kallus rejenerasyonunun
belirlenmesi amaglanmistir. Dogadan toplanan tohumlarin canlilik oranlar tetrazolium yontemi ile belirlenmistir. Her iki
tiire ait tohumlarin ¢imlendirmeleri ti¢ farkli (kurutma kagit arasinda, agarli MS besin ortaminda, torf i¢erisinde) uygulama
ile testi edilmistir. Her iki tiriin tohumlarin kabuklart ¢ikartilarak gesitli oranlarda bitki biiylime diizenleyicileri igeren
Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltire alinmistir. Tohumlarin canlilik oranlart A. orientalis igin % 98.3 ve A.
sieheana igin ise % 96.0 olarak belirlenmistir. Cimlenme oranlar1 sadece filtre kagidi arasinda A4. orientalis tirti % 8.3 ve A.
sieheana i¢in % 5.0 olarak tespit edilmis, diger uygulamalarda ¢imlenme gozlenmemistir. /n vitro uygulamalarda, en yiiksek
zigotik siirgiin ve kok olusum orani sirasiyla % 91.6 ve % 40.3 ile 4. orientalis tiiriinde gdzlenmistir. Fakat en yiiksek kallus
olugsum orani ise % 75.0 ile A. sieheana tiiriinde tespit edilmistir. Sonug olarak, her iki tiiriinde canlilik oranlarimin ytiksek
olmasina ragmen ¢imlenme oranlarmin diisiik, fakat in vitro iiretilebilirliginin ise miimkiin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkanna orientalis, Alkanna sieheana, Alkanin/Sikonin, in vitro, tetrazolium

Seed Viability Test, Germination Rate and In vitro
Regeneration of Some Alkanna Species

Abstract: In this study, it was aimed to test the seed viability of Alkanna orientalis and endemic Alkanna sieheana species
rich in Alkannin/Shikonin (A/S) and to determine the germination percentage and callus regeneration suitable for in vitro
A/S production. The viability rates of seeds collected from nature were determined by the tetrazolium method. The
germination rates of the seeds of both species were tested with three different applications (on filter paper, MS nutrient
medium with agar, in peat). The seed coats of both species were removed, and their embryos were cultivated in Murashige
and Skoog (MS) media containing plant growth regulators in various proportions. The viability rates of the seeds were found
at 98.3% for A. orientalis and 96.0% for A. sieheana. Germination rates were determined only on filter paper as 8.3% for A.
orientalis and 5.0% for A. sieheana, no germination was observed in other applications. The highest zygotic shoot and root
formation rate were obtained from 4. orientalis with 91.6% and 40.3%, respectively. But, the highest callus formation rate
was observed on 4. siehenea with 75.0%. As a result, it was determined that although the viability rates were high in both
species, the germination rates were low, but in vitro reproducibility was possible.

Keywords: Alkanna orientalis, Alkanna sieheana, Alkannin/Shikonin, in vitro, tetrazolium
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1. Giris

Boraginaceae (Hodangiller) familyasina ait olan
Alkanna, otsu yapida ve yaklagik olarak 50 tiir
iceren bir cins olup (Mahmoudi ve ark., 2012),
Tiirkiye’de Alkanna cinsi 41 takson (yaklasik % 80
endemizm) ile temsil edilmektedir (Davis ve ark.,
1988; Giiner ve ark., 2012). Alkanna tiirlerinden
olan Alkanna orientalis gdvde ve yapraklari
kadifemsi tiiylii olup, 100-2450 m yiiksekliklerde
dogal olarak yayilis gosteren sari ¢igekli yaygin bir
tirdir (Davis, 1978). Alkanna sieheana Rech fil.
tirii ise ¢ok yillik 1400-1600 m yiiksekliklerde
dogal olarak yayilis gosteren, korolla loplart mavi
renkli endemik bir tiirdiir (Davis ve ark., 1988). Bu
tiirlerin koklerinde birgok kullanim alanina sahip
olan  enantiyomerik  naftokinon  tiirevleri
[Alkanin/Sikonin (A/S)] olan renk pigmentleri
bulunmaktadir (Yaman ve ark., 2019).

Gecmisten giinliimiize A/S ve tiirevleri tekstil,
gida, kozmetik gibi alanlarda boyama amach
kullanilmaktadir. Tip ve farmakoloji alanlarinda
giiclii bir yara iyilestirici (Papageorgiou ve ark.,
2008), anti mikrobial (antibakterial ve anti fungal)
(Haghbeen ve ark., 2011; Damianakos ve ark.,
2012), anti inflamatuar (Mahmoudi ve ark., 2012),
anti trombotik ve sitotoksik (Cui ve ark., 2008;
Sevimli-Gur ve ark.,, 2010), antioksidant
(Assimopoulou ve Papageorgiou, 2005), enzim
inhibitorii (Kajimoto ve ark., 2008) gibi cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir.
En son arastirmalarda da anti tiimor ozelligi
oldugu belirlenmistir (Damianakos ve ark., 2012).
Ticari olarak Japonya’da ruj tiretiminde (Hunter ve
Kilby, 1990) kullanildigi gibi Cin basta olmak
tlizere bircok {ilkede anti kanser tedavilerinde aktif
olarak  kullanilan  bilesiklerin  basinda  yer
almaktadir (Yeh ve ark., 2015). Ayrica, A/S ve
tirevleri Boraginaceae familyasinin Alkanna,
Onosma, Arnebia, Lithospermum ve Echium
cinslerine ait yaklasik 150 tiiriniin koklerinde
dogal olarak bulundugu bilinmektedir (Kumar ve
ark., 2011).

Koklerinde A/S bulunduran tiirler genellikle
dogada yabani formlar1  bulunan  kiltiirii
yaptlmamig  bitkilerdir.  Ayrica  birgogunun
koklerindeki A/S miktarlart hakkinda bilgi yok
denecek kadar azdir. Bu tiirlerin ¢ogunun ¢ok
yillik olmasi ve optimum ticari A/S iretiminin
6-7’ci yillarinda koklerinde biriktirmesi (Hunter ve
Kilby, 1990) gibi sebeplerden dolay: kiiltiir ile bu
onemli fitokimyasallarin ~ ticari  {retimini
zorlagtirmaktadir. Ayrica, in vivo sartlardaki
bitkilerden A/S ve tiirevleri elde etmek istenirse,
bitkilerin koklerinden ¢ikartiliyor olmast o tiiriin
yok olma tehtidi ile karsi karsiya gelmektedir.

Buna ek olarak, farkli lokalite ve ortamlardan
toplandig1 i¢in stabil bir madde temini elde
edilmemektedir. Doku kiltiirii teknikleri ile ise
daha kisa siirede daha steril ve stabil madde clde
edilmektedir.

In vitro sartlarda A/S {retimi igin bilimsel
calismalar genellikle Lithospermum cinsinin
Lithospermum  erythrorhizon  tirii  {izerinde
yapilmig olup (Zhu ve ark., 2017; Auber ve ark.,
2020), Echium, Arnebia ve Onosma cinlerinin
tirleri {izerinde de kayda deger c¢alismalar
mevcuttur (Bagheri ve ark., 2018; Hu ve ark.,
2019; Fu ve ark., 2020). Fakat, Alkanna cinsinin
tirleri  tizerinde  smirlh  sayida  galisma
bulunmaktadir (Mita ve ark., 1994; Urbanek ve
ark., 1996; Yaman ve ark., 2019). Bu nedenle,
calismada ekonomik oOnemi yiiksek olan A/S
icerigi bakimindan zengin 4. orientalis ve endemik
A. sieheana tohumlarmin canlilik testi, in vivo/in
vitro ortamlarda ¢imlendirilmesi ve in vitro
rejenerasyonu arastiritlmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki materyali

Alkanna orientalis (L.) Boiss var. orientalis
Yozgat Bozok Universitesi Kampiisii 1399 m
rakimdan (7 Haziran 2015) ve A. sieheana
Rech.fil. ise Konya’nin Cumra ilgesi Apasaraycik
koylinde 1090 m rakimdan (18 Mayis 2015)
tiirlerin tohumlari toplanmistir. Tiir teshisi Selguk
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nde
yapilmistir.

2.2. Tetrazolium testi

A. orientalis ve A. sieheana tohumlarimin
canliliklar1 tetrazolium testi ile analiz edilmistir.
Tohumlar 6nce oda sicakliginda 24 saat saf suda
iyice sigirilmis ve tohum kabuklar1 ¢ikartilmistir.
Elde edilen embriyolar % 1’lik 2,3,5-Triphenyl
Tetrazolium Chloride (TTC) eriyiginde 25 °C’de
24 saat karanlikta bekletilmigtir (pH= 6-7). Daha
sonra tohumlar birka¢ kez saf su ile yikandiktan
sonra binokiiler mikroskop altinda incelenmistir.
Tohumlarm kirmiziya boyanma durumlarina goére
canliliklart  tespit edilmistir (Baydar, 2013).
Embriyo  taslaklarinda  boyanmamis  bolge
% 50’den fazla olan tohumlar cansiz olarak kabul
edilmistir (Sagsoz, 2000; Santos ve ark., 2007).
Boyanmis olan tohumlar ise canli olarak kabul
edilmistir. Deneme Yozgat Bozok Universitesi,
Ziraat  Fakiltesi, Tarla Bitkileri Bolimi
Laboratuvari’nda petri  kaplar1 igerisinde 4
tekerriirlii olarak kurulmus ve her tekerriirde 25
adet tohum kullanilmistir. Tirlere ait tohumlarin
canliliklar1 % olarak ifade edilmistir.
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2.3. Cimlenme testi

Dogadan toplanan 4. orientalis ve A. sieheana
tiirlerinin olgunlagmis (kahve renkli) tohumlar1
standart ¢imlendirme testleri ISTA (International
Seed Testing Association) kurallarina gore
(Anonymous, 2004) 4 tekerriirlii olarak kurulmus
ve her bir tekerriirde 50 adet tohum kullanilmistir.
Cimlendirme testi dncesinde tohumlar % 20’lik
camasir suyu (sodyum hipoklorit igerigi % 4 ticari
camasir suyu) ile 20 dakika ylizey sterilizasyonu
yapitlmistir  (Subast  ve  Gilivensen, 2010).
Cimlendirme uygulamalar1 agagida belirtildigi gibi
3 farkli ortamda yapilmustir.

1. Kurutma kagidinda: Tohumlar petri kaplari
icinde kurutma kagitlar1 arasinda 8 saat karanlikta
2242 °C’de ve 16 saat 151kl ortamda 27+2 °C’de
iklim dolabinda tutularak ¢imlenmeye birakilmis;
7. ve 14. giin sonunda sayimlar yapilarak, ortalama
¢imlenme orant belirlenmistir. Kokeiik
(radikul)’tin 2 mm’lik ¢ikis1 ¢imlendirme Kkriteri
olarak ele alinmis ve c¢imlenme oranlart tespit
edilmistir.

2. Agarli MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besin ortaminda: Steril edilmis tohumlar agar
ortaminda steril sartlarda 8 saat karanlik, 22+2 °C
ve 16 saat 151kl ortamda 27+2 °C’de 0.64 g L
agar igeren MS besin ortaminda iklim dolabinda
¢imlenmeye birakilmistir. Caligmada, 7. ve 14. giin
sonunda sayimlar yapilarak, ortalama g¢imlenme
orant belirlenmistir. Kokeiik (radikul)’iin 2 mm’lik
¢ikist ¢imlendirme kriteri olarak ele alinmis ve
¢imlenme oranlari tespit edilmistir.

3. Torf igerisinde: Tohumlar steril torf igeren
magenta kaplari i¢inde 8 saat karanlik, 2242 °C ve
16 saat 1s1kl1 ortamda 2742 °C’de iklim dolabinda
tutularak ¢imlenmeye birakilmistir. Caligmada, 15.
ve 30. giin sonunda sayimlar yapilarak, ortalama
¢imlenme orani belirlenmistir. Kotiledonun 5
mm’lik ¢ikist ¢cimlendirme kriter olarak ele alinmis
ve ¢imlenme oranlart tespit edilmistir.

2.4. Tohumlarn yiizey sterilizasyonu

Her iki tiirin tohumlar1 % 20 NaOCI (sodyum
hipoklorit)’de 20 dakika muamele ederek,
tohumlarin  yiizey sterilizasyonu yapilmistir.
Sterilizasyon sonrasi tohumlar steril saf su ile 3-4
kez durulanmistir. En son durulamada tohumlar
steril saf suda 1 saat bekletilmis ve daha sonra
tohum taslaklar1 ¢ikartilmistir.

2.5. Besin ortamu ve Kiiltiir kosullar

In vitro c¢alismalarda, MS mineral tuzlari ve
vitaminleri ile % 3 sukroz igeren % 0.64’lik agar
kullanilmistir. Besin ortamlarinin hazirlanmasinda

distile saf su kullanilmis ve pH’s1 1 N NaOH ya da
IN HCl kullanilarak  5.8’e¢  ayarlanmustir.
Sterilizasyon icin 1 atm basing altinda 121 °C’de
20 dakika tutularak steril edilmistir. Kiiltiirler 24+1
°C de ve floresan (3000 liiks) altinda 16/8 saat
1siklandirma kosullarinda tutulmustur.

2.6. Tohumlarmmin in vitro kiiltiire alinmasi

Tohum taslaklarinin kiiltiire alinmasi igin temel
besin ortamlarmin ve biiylime diizenleyicilerinin
seciminde, koklerinde A/S bulunan Boraginaceae
familyasina ait diger yakin akraba tiirlerde yapilan
calismalar  dikkate alindiginda; BAP  (6-
benzylaminopurine), KIN (kinetin), IAA (indol-3-
asetik asit) gibi biiylime diizenleyiciler siirgiin
olusumunu tesvik etmek i¢in kullanilmistir (Mita
ve ark., 1994; Pal ve Chaudhury, 2010; Phulwaria
ve Shekhawat, 2013). Alkanna tinctoria Tausch
tiirii i¢in en iyi kallus rejenerasyonu 2,4-D (2,4 -
Diklorofenoksi asit)’in etkili oldugu bildirilmistir
(Mita ve ark., 1994). Bundan dolay1 siirgiin
gelisimi igin 0.25 mg L' BAP+0.1 mg L KIN+
0.25 mg L' IAA ve 0.25 mg L' BAP+0.5 mg L™!
KIN+ 1.0 mg L! TAA, kallus gelisimi i¢in 1.0 mg
L' 2,4-D ve 2.0 mg L' 2,4-D igeren MS besin
ortamlart kullanilmigtir. Her iki tiir i¢in zigotik
sirglin ve kok olusumu ile kallus olusumu
incelenmis ve elde edilen veriler kiiltiirden dort
hafta sonra alinmistir. Her bir deneme 3 tekerriirlii
olarak kurulmus, her tekerriirde 10 adet tohum
taslag kiiltiire alinmistir.

2.7. istatiksel analizler

Elde edilen wveriler varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmus ve DUNCAN c¢oklu
kargilagtirma testi ile gruplandirilmistir (Diizglines
ve ark., 1983). Yiizde degerler istatistiki analizden
once ac1 degerlerine doniistirilmiistir. Tim
istatistiki analizler IBM SPSS Statistics 20
bilgisayar programinda yapilmistir. Ayrica, her
doku kiltiri uygulamalarindan elde edilen
verilerin standart hatalar1 ortalama degerlerinin
yaninda =+ ile verilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Tetrazolium testi

A. orientalis ve A. sieheana ftiirlerinin
tohumlari TTC ¢Ozeltisi ile muamele
edildiklerinde canli tohumlar kirmizi renk ile
boyanirken, cansiz tohumlar ise agik pembe renge
boyanmis veya hi¢ boyanma olmamistir (Sekil 1).
Tetrazolium testi sonrasi boyanma derecelerine
gore tohumlarin canlilik oranlarinin A. orientalis
icin % 98.3, A. sieheana igin % 96.0 oldugu
gbzlenmistir.
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Sekil 1. A. sieheana bitkisine ait embriyolarin
tetrazolium testi uygulamasi sonunda binokiiler
mikroskop goriintiisii
Figure 1. Binocular microscope image of 4. sieheana
embryos at the end of tetrazolium test application

3.2. Cimlenme testi

A. orientalis ve A. sieheana tohumlart petri
kabi, agarl1 ortam ve torf gibi 3 farkli uygulamada
¢imlendirmeye alinmistir. Torf ve agarli ortam
uygulamalarinda ¢imlenme gozlenmezken, petri
kabi igerisinde filtre kagidi arasinda A. orientalis
tiirli % 8.3, A. sieheana tiirii ise % 5.0 ¢imlenme
meydana geldigi gézlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Alkanna tohumlarinin cimlenme orami
iizerine farkh ortamlarin etkisi’
Table 1. The effect of different treatments on the
germination rate of Alkanna seeds”

Cimlenen tohum orani (%)

Uygulama A. orientalis A. sieheana
Filtre kagid1 83a 50a
Agarli ortam 0.0b 0.0b
Torf 0.0b 0.0b

*: Aym siitundaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
0.05 diizeyinde dnemlidir.

A. orientalis tirinde ilk ¢imlenme Dbelirtisi
7’nci giinde meydana gelirken (Sekil 2a), A.
sieheana tiirinde 12’nci giinde meydana geldigi
saptanmistir  (Sekil 2b). Ayrica A. sieheana
taksonunun ¢imlenme sonucu meydana gelen
koklerin pembe-kirmizi, A. orientalis ise daha agik

pembe-kirmizi renkte  oldugu

gdzlenmistir.

veya beyaz

Dogadan toplanan olgun Alkanna tohumlarinin
TTC testi sonucunda tamamina yakinmin canli
oldugu goz o6niine alindiginda, ¢imlenme oranimin
cok disiik diizeyde oldugu bulunmustur. Alkanna
cinsi tohumlarmin {izerinde ¢imlendirme ile ilgili
literatlir heniiz olmayip, ¢imlenme probleminin
neden kaynaklandigim1  agiklamada  yetersiz
kalinmaktadir. Alkanna tohumlariin olgunlagmasi
bitkinin toprak kismina yakin tohumlardan yukari
dogru olmasi ve hasat edildiginde tiim tohumlarin
ayn1 olgunlukta olmamasi da ¢imlenme faaliyetini
etkilemektedir. Bilindigi gibi tam olgunluga
gelmemis canli tohumlarda ¢imlenme meydana
gelmemektedir. Yaman ve ark. (2015) yapmis
olduklar1 c¢alismalarinda A. orientalis bitkisinin
cicek sapini ii¢ esit parcaya bolmiisler ve bu iic
ayr1 ¢icek sapi pargalarinda bulunan tohumlarda
¢imlendirme denemesi yapmislardir. Cigek sapinin
bas kisimdaki tohumlarda % 2.6, orta kisimdaki
tohumlarda % 4 ve dip kisimdaki tohumlarda ise
% 13.3 ¢imlenme oldugunu rapor etmislerdir.
Roso ve ark. (2021) Boraginaceae familyasinin
tiirlerinden olan ve koklerinde sikonin biriktiren
Echium plantagineum L. tlriniin tohumlari
iizerinde yapmis olduklart ¢alismada, ¢imlenme
hizim1  ve giiciinli  dormansinin  etkiledigi,
dormansisi  kirllan  tohumlarin ¢imlenme
potansiyelini yaklasik 2 katina ¢ikarttigini ve
¢imlenme siiresini kisalttigint rapor etmislerdir.
Bundan dolay1 Alkanna tohumlarinda ¢imlenme
gligligliniin  sert kabuklu olmasinin yani sira
blinyesel olarak da dormansi veya ¢imlenme
glicligli bulundugu diisiiniilmektedir.

3.3. A. orientalis ve Alkanna sieheana tiirlerinin
in vitro rejenerasyonu

Her iki tirlin in vitro sartlarda embriyo
taslaklarindan zigotik siirglin olusum oranlart
kullanilan biiylime diizenleyiciye gore degisiklik
gostermistir (Tablo 2). En yiiksek siirgiin olusumu
A. orientalis

tiriinde % 91.6 ile 0.25 mgL!

Sekil 2. Petri kabinda kurutma kagidi arasina alinan tohumlarin ¢cimlenmesi a) A. orientalis (7. giin) ve
b) A. sieheana (12. giin)
Figure 2. Germination of the seeds between blotting paper in petri dish a) 4. orientalis (7" day) and b) 4.
sieheana (12" day)
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Tablo 2. A. orientalis ve A. sieheana tiiriiniin in vitro zigotik siirgiin, kok ve kallus olusumu iizerine bitki
biiyiime diizenleyicilerin (sitokinin: BAP, KIN ve oksin: 2, 4-D, IAA) etkisi"
Table 2. The effect of plant growth regulators (cytokinin: BAP, KIN, and auxin: 2,4-D, IAA) on the zygotic
shoot, root, and callus formation in 4. orientalis and A. sieheana species in vitro®

Biiytime diizenleyicileri Zigotik siirglin olusum orani

Kok olusum orani Kallus olusum orani

(mgL™" (%) (%) (%)
BAP KIN 24-D 1TAA A orientalis  A. siecheana  A. orientalis A. sieheana  A. orientalis A. sieheana
- - - 73.0£1.52b  35.0+1.73b  40.3+0.33 a 0.0c 0.0d 0.0c
- 1.0 - 0.0c 0.0c 00c 0.0c 70.0+3.46 a 55.0£1.73 b
- 2.0 - 0.0c 0.0c 00c 0.0c 75.0+1.73 a 75.0£1.73 a
025 0.1 025 75.0+1.73b  56.6+2.00a  23.3%£1.00 b 21.6£2.90b  53.3+2.00b 0.0c
025 0.5 - 1.0 91.6+1.66a  45.0£1.73b  35.0+1.73 a 36.6+2.00 a 23.3+1.00 ¢ 36.7+2.00 b
Ortalama 47.92 27.32 19.72 11.64 44.32 33.34

“: Ayni siitundaki kiigiik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p<0.01 diizeyinde nemlidir.

BAP+0.5 mg L' KIN+ 1.0 mg L' IAA igeren
besin ortaminda goézlenmis ve istatiksel olarak
diger uygulamalardan farkli grupta yer almistir. 4.
sieheana tirinde ise en yiiksek zigotik siirgiin
gelisimi % 56.6 ile 0.25 mg L' BAP+0.1 mg L"!
KIN+ 0.25 mg L' IAA igeren besin ortaminda
kaydedilmistir (Tablo 2). Yaman ve ark. (2019)
caligmalarinda A4. orientalis tiriniin in vitro
kosullarda zigotik siirgiin olusumunu daha diistik
rapor etmislerdir. Bu farklilik  tohumlarin
olgunlugundan, farkli donemlerde ve farkli
genotiplerden toplanmasindan kaynakli olabilir.
Yine, Yaman ve ark. (2020) yapmis olduklari
galismalarmda, 0.25 mg L' BAP+0.5 mg L' KIN+
1.0 mg L' IAA igeren besin ortammnm A.
orientalis tiriiniin siirgin sayist ve siirgin boyu
iizerine A. siehenana tiiriinden daha etkili olmasina
ragmen A. siehenana tirinin bu ortamdaki
ortamdaki siirglinlerinde yiiksek oranda sikonin
iceriginin oldugu, fakat A. orientalis tiiriinde
belirlenemedigini kaydetmislerdir.

Sitokinin bitkilerde bilyiime ve gelisimi tesvik
eden hormon grubudur (Kiba ve ark., 2019). Besin
ortamindaki sitokinin/oksin artikca A. sieheana
bitki biiytimesini pozitif etkilerken, A. orientalis
negatif etkilenmistir. Benzer olarak, besin
ortamindaki sitokinin/oksin orani artikga Arnebia

hispidissima tiriinde siirglin olusturma oranmin
arttig1 ve ozellikle BAP, KIN ve IAA igeren besin
ortamlarmin daha etkili oldugu rapor edilmistir
(Phulwaria ve Shekhawat, 2013). Hatta, bu
bliylime diizenleyicileri igeren besin ortaminda
sitokinin/oksin orant arttikca, Arnebia hispidissima
tirinde silirglin =~ olusum  yiizdesinin  arttif1
kaydedilmistir (Pal ve Chaudhury, 2010). Bunun
aksine, bu calismada BAP, KIN ve [AA igeren
besin ortaminda sitokinin/oksin orani azaldik¢a her
iki tiir i¢inde yiiksek kok olusumu saptanmistir.
Biiyiime diizenleyici igcermeyen MS (MS0) besin
ortaminda, zigotik siirgiin gelisimi her iki tiir igin
gozlenirken, zigotik kok olusumu sadece A.
orientalis (% 40.3) tiiriinde g6zlenmistir.

Oksin grubu biiyiime diizenleyicilerinden olan
2,4-D igeren besin ortamlarinda, her iki tlirde
zigotik stirgiin ve kok gelisimi gdzlenmemis,
ancak yiiksek oranda kallus olusumu goézlenmistir.
Artan 2,4-D konsantrasyonu ile kallus olusum
oram artmis ve 2.0 mg L' 2,4-D igeren besin
ortaminda her iki tiir iginde en yiiksek kallus
olusumu (% 75) tespit edilmistir. Fakat elde edilen
kalluslarin yavas gelistigi, beyaz ve seffaf renkte
oldugu gozlenmis, rejenere ve adventif siirgiin
olusturma kabiliyetinde olmadig1 saptanmistir
(Tablo 2, Sekil 3b ve Sekil 4c). Alkanna cinsinin

Sekil 3. A. orientalis tiiriiniin olgunlasmis tohum taslaklari eksplantlarindan a) 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg
L' KIN, 1.0 mg L' IAA iceren MS besin ortaminda zigotik siirgiin ve kok olusumu b) 2.0 mg L' 2,4-D
iceren MS besin ortaminda (10. giin) kallus olusumu
Figure 3. From mature ovule explants of 4. orientalis a) Zygotic shoot and root formation in MS nutrient
medium containing 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg L' KIN, 1.0 mg L' IAA b) Callus formation in MS nutrient
medium (10" day) containing 2.0 mg L' 2,4-D
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Sekil 4. A. sieheana tiiriiniin olgunlasmis tohum taslaklari eksplantlarindan a) 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg
L' KIN, 1.0 mg L' IAA ortaminda zigotik siirgiin ve kok olusumu (14. giin), b) 0.25mg L-' BAP, 0.1mg
L1 KIN, 0.2 mg I'' IAA ortaminda zigotik siirgiin ve kok olusumu (16. giin), ¢) 2.0 mg L! 2,4-D
ortaminda (10. giin) kallus olusumu
Figure 4. From mature ovule explants of 4. sieheana a) Zygotic shoot and root formation (14™ day) in 0.25 mg
L' BAP, 0.5 mg L' KIN, 1.0 mg L' IAA medium, b) Zygotic shoot and root formation in 0.25mg L' BAP, 0.1
mg L KIN, 0.2 mg L' IAA medium (16" day), ¢) Callus formation in 2.0 mg L' 2,4-D medium (10% day)

yakin akraba cinslerine ait tiirlerde embriyogenik
kallus  olusumunu 2,4-D’nin  tesvik  ettigi
vurgulanmistir (Bageri ve ark., 2011; Phulwaria ve
Shekhawat, 2013; Salehian ve ark., 2014). Onceki
bir c¢alismada, 2,4-D’nin Arnebia hispidissima
tiirlinden kallus olusturma tizerinde etkili olmus ve
artan konsantrasyonlarinda olusan kalluslarin
fiziksel ozelliklerinin farkli oldugu kaydedilmistir
(Pal ve Chaudhury, 2010).

Her iki tiirde de MSO besin ortaminda zigotik
siirglin gelisimi meydana gelmis ama {iniform

olmadig1 gozlemlemistir. BAP, KIN, IAA igeren
ortamlarda daha saglikli ve Giniform goriiniiste olan
zigotik siirglinler meydana gelmistir (Sekil 3a ve
Sekil 4a, 4b). Meydana gelen siirgiinler 0.25 mg L!
BAP, 0.5 mg L KIN, 1.0 mg L' IAA ortaminda
alt kiiltiire alinmustir. 4. orientalis ve A. sieheana
tiirlerinden in vitro siirgiin ¢ogaltmak ve eksplant
kaynag1 olarak kullanmak amaciyla her 30 giinde
rozet seklinde meydana gelen siirgiinlerden (Sekil
Sa) tek siirgiin fidesi (Sekil 5b) alt kiiltiire alinarak
in vitro mikrogogaltim kaynagi olabilecegi

Sekil 5. A. orientalis siirgiinlerin 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg L' KIN, 1.0 mg L' IAA ortaminda a) kiiltiire
alindiktan 30 giin sonra gelisen fide b) fide iizerindeKki siirgiinler
Figure 5. A. orientalis shoots on 0.25 mg L' BAP, 0.5 mg L' KIN, 1.0 mg L' IAA media a) growing seedling
after 30 days from culture, b) shoots on the seedling
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gozlenmistir.  Ayrica  bu  mikrogogaltilan
stirglinlerinin sekonder metobolit (A/S gibi) liretim
calismalart  icin  eksplant kaynagi olarak
kullanilabilecegi tespit edilmistir.

4. Sonuc ve Oneriler

Bu calisma ile A. orientalis ve A. sieheana
tirlerinin  tohum canliligim  yiiksek oldugu,
¢imlendirme ortami i¢in Ozel sartlar gerektigi,
tohum kabuklar1 ¢ikartilarak kiiltiire alinmasmin
daha etkili oldugu gdzlenmistir. A/S igerigi
yoniinden énemli olan bu iki tiir iginde 0.25 mg L'
BAP, 0.5 mg L' KIN, 1.0 mg L' IAA igeren MS
besin ortaminda in vitro sartlarda eksplant kaynagi
olarak kullanilabilecek fideler elde edilebilecegi
belirlenmistir. Alkanna tiirlerinin tohum
cimlenmesi ve in vitro uygulamalar1 tizerinde
smirli sayida ¢alisma bulunmasi, A. orientalis ve
A. sieheana tiirleri iizerinde sunulan bu verilerin
ileride bu tiirlerden A/S iiretimi ¢aligmalarini
cesaretlendirecegi  diisiiniilmektedir.  Ileriki
calismalarda bu tiirlerin olgun tohumlarinin
canlilik oranlarmin yiiksek olmasina ragmen neden
¢imlenme oranlarinin diisiik oldugunu ortaya
¢ikartacak fiziksel, kimyasal ve mekaniksel
galigmalarin  yapilmasi, bu konuya aydinlik
getirebilir. /n vitro mikrigogaltimi tespit edilen bu
tirlerin, Ozellikle endemik tiir olan A. sieheana
tirinin in vitro ortamda sekonder metabolit
uretimi tUzerine farkli besin ortamlarinin, bitki
bliyime diizenleyicilerin, biyotik ve abiyotik
streslerin etkisi incelenebilir.
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