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ONSOZ

“Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae)’ da in vitro iiretim calismalar1” adli bu
arastirma Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim
Dali’nda ‘Yiiksek Lisans Tezi’ olarak hazirlanmistir.

Yiiksek lisan tez danismanligimi iistlenerek calismanin her asamasinda yardimlarini
ve ilgisini esirgemeyen Saym hocam Prof. Dr. Atalay SOKMEN’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Tezin hazirlanmasi ve verilerin degerlendirilmesi noktasinda bilgi ve birikimlerini
esirgemeyen Sayin Yrd. Dog. Dr. Ersan BEKTAS, Saym Yrd. Dog. Dr. Mustafa CUCE’ye,
tezin her asamasinda benim kadar emegi olan, her tiirli deneyim ve tecriibesini benimle
paylasan Tuba BEKIRCAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tez ¢aligmam boyunca her
tiirlii destekleri icin Figen TOSUN, Filiz TOSUN, Elif Gokcen AVCILAR, Omer
LULECI, Betiil TERZI ‘ye ve tiim 6grenim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini

hicbir zaman esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Zeynep DURAK
Trabzon 2017



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae )’da
in vitro tretim ¢aligmalar1” baglikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim Prof. Dr.
Atalay SOKMEN sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/drnekleri kendim topladigim,
deneyleri/analizleri ilgili laboratuarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, bagka kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakg¢ada eksiksiz olarak gosterdigimi, caligma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.19/06/2017

Zeynep DURAK
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Yiiksek Lisans Tezi

STEVIA REBAUDIANA BERTONI (ASTERACEAE)’DA IN VITRO URETIM
CALISMALARI

OZET
Zeynep DURAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2017, 34 Sayfa

Bu c¢alismanin amaci, Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin doku kiltiri ile
mikrocogaltimidir. Bu amaca uygun olarak yaprak ve nod eksplantlart kullanilmistir.
Kallus kiiltiirii i¢in en iyisinin yaprak eksplanti oldugu tespit edilmistir. Besi ortami1 olarak
MS kullanilmustir. Kallus kiiltiirlerinde 3 farkli ortam kullanilmistir. Bunlar, 1 mg/L TDZ
+ 1mg/L IBA, 0.1 mg/L IBA + 5 mg/L ZEA ve 0,1mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP + 0,5
mg/L 2,4-D’dir. Bunlara ek olarak kallus gelisimini gézlemek amacgli 5 mg/L 2iP ve 2 mg
/L IBA denenmistir. Bunlardan en iyisinin 1 mg/L TDZ + 1mg/L IBA oldugu tespit
edilmistir. Kallus kiiltiirii i¢in karanlik ve aydinlik ortamlar denenmistir. Karanlik ortam
beyaz renkte, aydinlik ortam yesil renkte oldugu tespit edilmistir. Kallus kiiltiirlerindeki
orneklerden hi¢ birinde stevial glikozite rastlanmamistir. Kallus calismasina ek olarak
stirglin denelemeri de yapilmistir. Yapilan siirgiin denemelerinde BBD igermeyen MS besi
ortami, BAP (2,5-5-7,5 mg/L) ve KIN (0,5-1-2 mg/L) kullamlmistir. Bunlardan en
etkilisinin BBD icermeyen MS ortami oldugu tespit edilmistir. Uygulamasi yapilan BAP
ve KIN konsantrasyonlarma bakildiginda ise KIN denemelerinin BAP ‘tan daha etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan siirgiin calismalarinda bir de fenolik igerigine
bakilmigtir. Alinan sonuca gore en yiiksek klorojenik miktarinin 5 mg/L 2iP ve 2 mg /L

IBA oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrogogaltim, Stevia rebaudiana, Kinetin, 2iP, IBA, KIN, BAP,
ZEA, NAA, 2,4-D
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Master Thesis
SUMMARY
IN VITRO PRODUCTION STUDIES OF STEVIA REBAUDIANA BERTONI (ASTERACEAE)
Zeynep DURAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2017, 34 Pages

The aim of this work was to assess the production possibilities of Stevia rebaudiana
Bertoni via plant tissue culture techniques. Leaf and node explants were used for this
purpose. Explant from leaves was found to be the best source for callus culture is leaf
formation when MS is employed as basal medium supplemented with three different media
plant growth regulators including 1 mg/L TDZ+1mg/LIBA,0.1mg/LIBA+5mg/
LZEAand 0.1 mg/L NAA+05mg/LBAP+05mg/L 24-D. In addition, 5mg /L
2iP and 2 mg / L IBA were also used as monitoring callus development. In terms of callus
formation, the most suitable plant growth regulator combination was 1 mg /L TDZ + 1 mg
/ L IBA. Dark and light illumination was also assessed and as a result, the former produced
white and compact whereas the latter gave rise to green and friable calli. Stevial glucose
was not found in the samples obtained from callus cultures. In addition, a shoot formation,
e.g. direct organogenesis, was also studied. MS basal medium without growth regulators
together with BAP (2.5-5-7.5 mg / L) and KIN (0.5-1-2 mg / L) were used for this purpose.
MS without growth regulators was the most effective medium. When compared, KIN was
also found to be better than BAP for healthy shoot formation. On the other hand the
phenolic contents of samples were evaluated, and chlorogenic acid was found as major
phenolic acid, which is especially higher in samples grown on MS media supplemented
with 5 mg /L 2iP and 2 mg/L IBA.

Key Words: Micropropagation, Stevia rebaudiana, Kinetin, 2iP, IBA, KIN, BAP, ZEA,
NAA, 2,4-D
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Gegmisten gilinlimiize kadar insanlik i¢in bitkiler hem besin hem de ila¢ kaynaklari
olarak kullanilmiglardir. Bazi tip c¢evrelerince bitkilerin tibbi yararlarinin oransal
blyiikligl reddedilse de, insanoglunun var oldugu giinden bu yana viicudunda hissettigi
herhangi bir rahatsizliktan Otiirii ¢are aradigi kapi1 doga ve oOzellikle de bitkilerdir.
“Alternatif Tip” veya “Tamamlayici Tip” olarak adlandirilan bu care arayis1 gegtigimiz
yiiz yilda dikkate deger olup bitkiler lizerinde yapilan ¢aligsmalara hiz verilmistir (Kulkarni,
2000).

Yeryiizinde tiim tiiketiciler yasamlarini siirdiirebilmek i¢in ihtiya¢c duyduklar
karbonhidrat, yag ve proteinler gibi temel besinleri bitkilerden karsilarlar. Primer
metabolitler olarak tanimlanan bu bilesikler canlilarda enerjinin agiga c¢ikarilmasi,
kullanimi, nakli ve doniisiimii, sindirim, kalitsal materyalin aktarilmasi ve ifadelenmesi
gibi yasamsal siireclerde islev goriirler. Bu 6nemli bilesiklerin disinda odun, seliiloz, zamk
ve lastik gibi baz1 yararli maddeler de bitkilerden elde edilir.

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda c¢ok ¢esitli diismanlarla kusatilmis durumdadir.
Bitkilerin, diismanlarindan kagmak icin yer degistirmeleri s6z konusu olmadigina gore,
birtakim 6zel savunma mekanizmalart gelistirmek zorundadirlar. Bunlardan birisi de
iirettikleri 6zel kimyasallardir. Insanoglu ise, bu &zellikten faydalanarak, tarihin ilk
yillarindan giiniimiize kadar ¢ok sayida bitkiyi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanmistir.
(Cowan, 1999).

Besin ve enerji saglama gibi yasamsal degerler tagimalarimin yani sira yliksek
bitkiler, basta ila¢ sanayi olmak {izere kimya, besin, kozmetik ve zirai miicadele
alanlarinda yararlanilan dogal {riinleri {retirler. Yasamsal olarak onem tasimamakla
birlikte iiretildigi bitkilere bir takim uyumsal degerler ya da avantajlar saglayan bu
bilesiklere ise “sekonder metabolitler” ad1 verilir (S6kmen ve Giirel, 2001).

Sekonder Metabolitler; bitkiler tarafindan iiretilen ve giiniimiizde bir¢ok sektdrde
hammadde olarak kullanilan bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan iligkisi
olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri ile dogrudan iliskili primer

metabolitler (protein, yag, karbonhidrat) kadar onemli olan kimyasal maddelerdir.



Genellikle ilag endiistrisinde kullanilmakta olan sekonder metabolitler steroid ve
alkaloidlerdir (URL 1).

Insanoglunun cesitli hastaliklarin tedavisinde bitkilerden yararlanma bicimi etken
madde’den ziyade, bitkinin kendisine ya da cesitli yollarla elde edilen 6ziitlerine dayanir.
Boyle bir bitkisel tedavi holistik’tir. Giiniimiizde de, 6zellikle gelismekte olan {iilkelerde
niifusun %80’1 saglik gereksinimlerini ilk etapta tibbi bitkilerden saglamaktadirlar. Diinya
niifusunun %80’inin gelismekte olan {ilkelerde yasadigi diisiiniiliirse, toplam diinya

niifusunun %641 bitkileri tedavi amacl olarak kullanmaktadir (Fransworth, 1990).

-
“nr
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Sekil 1. Stevia — Seker otu (URL 6).

1.2. Stevia Bitkisi Hakkinda Genel Bilgi

Gliniimiizde seker yerine kullanilan birgok tatlandiricilar mevcuttur (Nabor, 2002).
Fakat yiyecek ve icecek endiistrisi ile Gida Miihendisleri daha giivenli {irlin gelistirmek ve
tiiketicilerin beklentilerine cevap vermek i¢in iiretilen gida iirlinlerinin duyusal kalitesini
iyilestirme ¢aligmalarina stirekli olarak devam etmektedirler (Cardoso ve Bolini, 2007;
Portmann ve Kilcast, 1998).

Bir ¢ok tath ve diisiik kalorili bilesikler dogada bulunmaktadir. Taumatin, glisirizin,
ksilitol, filodulsin, mogrozit ve steviozit bu dogal {iriinlerden bazilaridir (Nabor ve Gelardi,
1986).

Obezite ve kilo artis1, diinyada saglik acisindan en 6nemli risk olusturan etmenlerin
basinda gelmektedir. Bu nedenle insanlarin zayiflama programlarinda ya da giinliik

yasamlarinda kalorisi diisiik ancak tad1 yiliksek besin ve gida arayislar1 cok hizli bir sekilde



artmaktadir. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisi bu kapsamda {izerinde en ¢ok calisilan
bitkilerden birisi olup, halen bir¢ok iilkede bu bitki kaynakli tatlandirict iiretimi ve
kullanim1 devam etmektedir (Lemus-Mondaca vd., 2012).

Ulkemizde seker otu olarak bilinen Stevia rebaudiana Bertoni aslen Giiney Amerika
kokenlidir. Paraguay ve Brezilya'da uzun bir siireden beri tatlandirici ve tedavi edici
ozellikleri nedeniyle kullanilmis olup, Japonya'da da otuz yil1 agkin bir siiredir milyonlarca
insan tarafindan tatlandirici, ayrica gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir (URL 2).
Ayrica Kaliforniya ve Ingiltere’de de yetistirilmektedir. Kuzey Amerika’da tespit
edilebilen 80’den fazla ¢esidi, Giiney Amerika’da ise 200’den fazla yerli tiirii oldugu
tahmin edilmektedir (Nunes, vd., 2007; Tadhani, Patel, Subhash, 2007; Richard, 2009).

Tiirkiye'de ilk kez 2009 yilinda Antalya'da tiretilmeye baslanmistir. Daha sonralar da
tilkemizde Fethiye, Balikesir ve Rize gibi yerlerde yetistiriciligi yapilmaktadir (URL 2).

Nemli ortamlar1 seven, 60-90 cm boyunda, ortalama 25 ° C’de ve baz tiirleri 2300-
2900 m yiiksekliklerde yetisebilen bir bitki tiridiir (Cortes, vd., 2007). Asteraceae
familyasina ait bir bitkidir (Inang ve Crnar, 2009).

Asteraceae familyasinin ismi yildiz seklinde ¢icekleri bulunan bir cins olan Aster
tirtinden gelmektedir. Genellikle otsu, ¢ok azi cali, agag ve lian seklindedirler (odunsu
sarilict bitkiler). Yapraklar basit veya bilesik, stipulsuz, alternat, rozet seklindedir. Cigekler
bas veya kapitulum durumlarindadir. Bunlarda bas birgok kiigiikk veya florat olarak
adlandirilan ¢igekler; konik, kiiresel ya da diizlesmis bir reseptakulum veya diskten
cikarlar. Biitiin kapitulum fillari olarak adlandirilan involukral brakteler tarafindan
sarilmistir. Bunlar bir veya birkag seri halinde olabilirler veya imbrikat dizilmis olabilirler.
Braktenin ikinci bir tipi de (chaffy) bulunabilir. Bu yap1 genel resaptakulum iizerinde
bireysel c¢igeklerin tabaninda bulunur. Brakteler mevcutsa, resaptakulum chaffy‘dir;
mevcut degilse c¢iplaktir. Reseptakulum (gigek tablasi) tiiyler, dikenler ve oyuklar
tasiyabilir. Kapitulumda bulunan ¢igekler hermafrodit veya tek eseyli, (bitkiler monoik
veya dioik), aktinomorf veya zigomorf yalniz bir periyantserisi iyi gelismistir.
Kalikspappus olarak adlandirilan tiiysii sekilde ya da tamamen eksiktir. Korolla5’li
vesimpetaldir. Korolla tubular ¢igeklerde aktinomorf, ligulat olanlarda zigomorftur.
Androkeum 5 stamen (erkek organ) lidir, onlarin anter(bascik)leri birlesik, filamentleri
serbesttir (singenezik). Ginekeum 2 birlesik karpelli, tek odali, ovaryumaltdurumludur.

Meyve akendir. Asteraceae, ¢icekli bitkilerin en bilyiik familyast olarak bilinir. Diinyada
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https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Simpetal&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tubular&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ligulat&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Androkeum
https://tr.wikipedia.org/wiki/Stamen
https://tr.wikipedia.org/wiki/Anter
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ba%C5%9F%C3%A7%C4%B1k
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Filament&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Singenezik&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ginekeum
https://tr.wikipedia.org/wiki/Aken

1100 cins ve 25000 civarinda tiirle temsil edilirken, Tiirkiye'de 133 cins ve bunlara ait
1156°dan fazla tiirii bulunmaktadir (URL 3).

1.3. Stevia rebaudiana’min Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae (Bitler)

Boliim : Magnoliophyta(Kapali tohumlular)
Smif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim : Asterales

Familya : Asteraceae (Papatyagiller)

Oymak : Eupatorieae

Cins : Stevia

Tiir : Stevia rebaudiana (URL 2).

Sekil 2. Stevia rebaudiana bitkisi
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1.4. Stevia Bitkisinin Bilesenleri

Stevia bitkisinin en O6nemli bilesenleri sekerden 260-400 kez daha tathh olan fakat
kalorisiz olan glikozitleridir. Bu bilesiklerin tamamen suda ¢6ziiniir olmasi da yapraklarin
ekstraksiyonunu kolay ve dogal kilar. En 6nemli 2 glikozit, 200°C 1stya kadar 1sinmaya
dayanikli olan Rebaudiozit A ve Steviozit'tir. Bu iki bilesenin ticari stevia {irlinleri igindeki
orani ¢ok onemlidir. Stevia bitkisinin yapraklar1 seker kamisindan 15-30 kez tathidir (URL
4).

Stevia bitkisinde tad1 veren steviol glikozitleridir. Bu iki bilesenin igeriklerinin her
biri essiz ozellikler tasimaktadir. Steviozit, RebA'dan daha yiiksek 1siya dayaniklidir fakat
hafif bir aciligi vardir. RebA damakta aci tat birakmaz. Stevia bitkisinden ayrica RebC
Dulkozit A, Rubuzozit, Steviolbiozit ve RebB glikozitleri de mevcuttur. RebC'de agizda
ac1 bir tat biraktig1 icin steviada %90'in {izerinde RebA olmasi durumunda bu acilik
hissedilmez (URL 4).

Calismalar gostermistir ki bazi asitler (sitrik asit, asetik asit, laktaz, malik ve tartarik
asit) de steviozitin aciligin1 azaltir. Stevia diger tiim tatlandiricilardan farkli, lezzetli, dogal
bir seker alternatifidir. Bu tamamen dogal tatlandiric1 yiyecek ve iceceklere lezzet katan bir
bitkidir. Uzun yillardir kullanilmasina ragmen, son yillarda organik iiriin kullaniminin

artmast, bize ileride daha da giindemde olacaginin habercisidir (URL 4).

OH

HO—
O
Sekil 3. Steviol Aktif Maddesi (URL 2)

Stevia bitkisine ait stevial glikozitler tamamen dogaldir. Kalori degeri, glisemik

indeksi ve karbonhidrat degerleri sifir’ dir. Saf seker tadindadir. Diyabetikler i¢in olduk¢a


https://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Steviol_structure.svg

uygundur. Yiizyillardir giivenle kullanilmaktadir. Rafine edildiginde seker kamisindan elde
edilen sekere gore 200-280 kez daha tathidir. Stevia bikisinin yapraklarindan elde edilir.
Suda tamamen erir. Istya dayaniklidir. 196-198°C 'ye kadar kaynatilip, pisirilebilir. Toksik
degildir. Fermente olmaz. Sekere ve tiim kimyasal tatlandiricilara saglikli bir alternatiftir
(URL 4).

1.5. Kurutulmus Stevia Yaprak Oziitiiniin Kimyasal Bilesenleri

Stevia yapraklarindan kurutularak elde edilen ekstraktlar flavonoit, alkaloit, suda
¢oziinen klorofil ve ksantofil, hidroksisinnamik asit (klorojenik, vs), nétral suda ¢oziinen
oligasakkarit, serbest seker, aminoasit, lipit, esansiyel yaglar ve iz elementleri (aliminyum,

demir, ¢inko vs.) ihtiva etmektedirler (Komissarenko, vd., 1994).

1.6. Tath Bilesiklerin (Steviol Glikosid) Biyosentezi ve Kimyasal Yapilari

Stevia yapraklarinda bulunan tath bilesikler diterpen glikozit (steviol glikozit)
bilesiklerdir. Onemli bir bitki hormonu olan gibberellik asidin baslangi¢ asamasina ¢ok
benzeyen bir olusum mekanizmasi kullanilarak sentez edilirler. Steviol glikozit ve
gibberellin mekanizmalar1 ara bilesik kauren sentezinden sonra ayrilir. Stevia’daki lauren
steviol’a (tatli glikozidin temel yapisi) doniistiiriiliir, daha sonra esas tatlandiricilar
olusturmak i¢in glikolize veya rhaminoz edilirler (Smith ve Vanstadin, 1992). Steviol
glikozitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 4’de gosterilmistir, burada esas ana tatlandirici bilesik
steviosit’dir, diger tatlandirici Dbilesikler de mevcut olmakla birlikte disiik
konsantrasyonlarda bulunabilir ki bitkinin yetistirme sartlar1 ve cinsine bagli olarak kuru

yapraklardaki agirliklar1 % 4-20 arasinda degismektedir (Geuns, 2003).
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steviol H H
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Sekil 4. Steviol glikozitlerin kimyasal yapilart (URL 2)

1.7. Stevia Bitkisinin Yetistirilmesi

Stevia bitkisi yetistirilirken; bitkinin ekilmesi, ¢igeklenmesi, tohum alinmasi ve hasat
donemleri bulunmaktadir.

Stevia bitkisinin ¢igeklenme dénemi, agustos ve eyliil aylaridir. Cigeklenme dénemi,
iklim ve bolge Ozelliklerine gore az veya c¢ok degisiklik gosterebilir. Bitki, agustos ay1
ortasindan itibaren tomurcuklar vermeye ve bu tomurcuklar {izerinde de, kisa zaman sonra
minik ve beyaz renkli cicekler agmaya baglar. Ciceklenmeyle birlikte, bitkinin her yani
beyaz ciceklerle dolar. Cicekler agtiktan 10-15 giin sonra kurumaya baglar. Kuruyan
ciceklerin dip kisimlarinda veya tomurcugun ¢iktig1 dip kesimlerde kurumus ve biiziilmiis

halde tohum keseleri bulunur. Bu keselerin her birinin igerisinde, ortalama 4-6 adet olmak



tizere minicik tohumcuklar bulunur. Cicekler kuruyup sarardigi zaman, tohum kesesi
icerisindeki ¢ok kiiclik tohumlarin toplanma zamani gelmis demektir. Bitkide tohumlar,
tam olgun hale gelmisken koyu gri veya siyahimsi renklerde goriiniirler. Bu tohumlarin
blytikligl genellikle igne ucu kadardir (URL 5).

Tam olgunlagmamis tohumlarda ise, bunlar genellikle agik yesilimsi (taze yaprak)
rengindedir. Erken toplanmis yesilimsi tohumlar, heniiz iiretimde kullanilabilecek
olgunluga erismemis olarak kabul edilmelidir. Bu nedenle boyle tohumlar bir miiddet daha
bekletilip, koyu kahve ve koyu gri, siyah renge doniismesi yani olgunlagmasi saglanmalidir

(URL 5).

1.7.1. Yetistirme Kosullari

Stevia bitkisinin yetistirilmesinde, sicaklik, giines 1sinlari ve nemliligin 6nemli rolii
bulunur. 20 derece sicakhik uygundur. Sicakligin 10-13°C derecenin altina diistiigii
alanlarda yetistirilmesi zordur. Stevia bitkisi geliskin asamada, giinesten ¢ok fazla
etkilenmemektedir. Ancak fide asamasinda bitki kokii ve gévdesi heniiz zayif oldugundan,
daha c¢ok golgelik ortam ister. Bu nedenle miimkiinse fidelerin tarlada gelisimi sirasinda
iistlerine tiil golgelik yapilmasi uygun olur. Fideler biiylimeye basladiginda, giinesli ortam,
yapraklarin fotosentez yapmasina ve seker oranmin artmasina katki saglar. Stevia
bitkisinin tatlanmasinda giines 1sinlar1 ve sicaklik ¢ok 6nemli rol oynar. Stevia bitkisi,
soguk iklimleri sevmez. Subtropik ve nemli iklimler bu bitki i¢in uygun yetisme ortami
saglar. Bitki, asidik topraklar1 da sevmez, bazik topraklari sever. Ornegin iilkemizde
Karadeniz Bolgesi yaz ve kis ¢ok yagis aldigindan topraklar1 genelde asidik ozelliktedir.
Buna karsilik Akdeniz Bolgesi 6zellikle Antalya topraklart kisin yagish yazin ise kurak
oldugundan genelde bazik karakterlidir. Bu 6zellik, bitki gelismesinde bir tercih nedenidir.
Bitki toprak kosullarina karst ¢ok hassastir. Taban arazilerini, yani nemli, sulu, agir
toprakl arazileri sevmez. Bazi1 bolgelerin yer alt1 su seviyesi ¢ok yiiksek oldugundan taban
suyu da yiiksek bulunur. Sellenme ve taskinlar bunlarda kalic1 zarar gelistirirler. Trakya
bdlgesi yazlari uygun, ancak kislar1 ¢cok agir soguklar ve don yasadigindan, bitkinin uzun
stireli yasami i¢in ¢ok uygun goriinmez. Stevia (seker otu) ¢ok yillik bir bitkidir, ancak ilk
yildaki hasat1 verimsiz ve ciliz olur. Bu nedenle ilk yilda, ¢evre sartlarinin olumsuzluklari,
bakim eksiklikleri, bitki ve toprak hastaliklar1 vb.gibi nedenlerle kayiplar da ¢ok olur. ilk

yildaki bu durum, iireticilerin morallerini bozmamalidir. Ikinci yildan sonra bitki verimi



kuvvetlenir ve bitkiden daha fazla {irlin alinmaya baglanir. Kirmizi renkli Akdeniz
topraklarinda (terra rossa) bitkinin yetistirilmesi iyi sonuglar vermektedir. Diger yandan
kirecli, kumlu, tinli, havalandirmali topraklar, bitkinin 1yi gelismesinde onemli etkenler
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Azotlu giibrelerin bitki verimi {lizerinde olumlu etkisinin
bulundugu gozlenmistir. Tarlaya fide dikimi yapildiktan sonra, bitkiye giibre ve hiimik asit
verilebilir. Tarlada en 6nemli is, sulama ve tarladaki yabani otlarla miicadeledir. Tarlada
sulama sekli, en iyi damlama borular1 ile yapilmasi tercih edilmelidir. Bu bitki, toprak
hastaliklarina kars1 da olduk¢a duyarlidir. Ancak bu bitkiyi etkileyebilecek bocek
zararlilart azdir. Bitki zararlilart en fazla toprak altindan kaynaklanir. Toprak altinda
bocek, kurt, kemirgenler bitki ve gelisimine zarar verebilmektedir. Ugucu sinek ve
boceklere karsi bilinen zirai ilag yontemleri uygulanabilir. Kararinda herbisit uygulanabilir.
Ayrica bu bitkideki sinek, bocek ve hastaliklara karsi zirai ilag kullanilmadan baska
dezenfektan yontemler de uygulanabilmektedir. Ornegin bulasik, camasir deterjanlari
sulandirilarak veya arap sabunu — alkol karisimi fis fis igerisinde bitkiye tazyik edilerek
etkin miicadele yapilabilir. Tarlada en 6nemli olaylarin basinda, bitkinin dollenmesi ve
gelismesi gelmektedir. Bunun icin tarla ve yakin cevresinde dollenmeyi saglayacak
arilarin, yogun olarak bulundurulmasi yararli olur. Arilar1 tarlada tutabilmek i¢in, arilarin
sevdigi ¢icekler, lavanta gibi bitkilerin bahge veya agik tarla ortaminin bazi yerlerinde ekili

olmasi bu isleve ek katki saglayacaktir (URL 5).

1.7.2. Stevia Bitkisinin Tohumlariin Toplanmasi

Stevia bitkisinde tohumlarin toplanmasi sirasinda nazik islem yapilmasi ve ¢ok
sabirli olunmasini gerektirmektedir. Cilinkii bitkinin tohumlar c¢ok kii¢iik oldugundan,
tohumlarin alinmasi da dikkat, titizlik ve 6zen gerektirmektedir. Tohumlar1 saglikli ve tam
olgunlasmis olmalidir. Bu olmazsa, déllenme ve ¢imlenme higbir sekilde meydana gelmez.
Bahgede ekili alanda, tohuma birakilan bitkilerde, ¢icek agtiktan sonra, cigeklerin
kurumaya ve kuruyan ¢igekler de ise, tohum keselerinin olgunlasmaya basladig1 gozlenir.
Kurumus olgunlagsmis tohumlar1 tagiyan ana gévde ve dallar, uygun bir makasla kesilerek
bir torba veya genis bir kap icerisinde toplanir. Uygun bir siire tohum bulunan dallarin
iyice kurumasi beklenir. Daha sonra tohum bulunduran dallar, yere serilmis genis bir bez
veya naylon Ortii lizerine hafifce ¢irpilir. Boylece tohumlarin ortiiye dokiilmesi saglanir.

Ancak bu yolla tohumlarin bir ¢ogu ¢irpma-¢arpmadan dolayr zarar gorebilmekte ve
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tohumlarla birlikte diger yaprak ve kurumus dallarin da tohumlara karigmasi ihtimal
dahilindedir. Diger bir yontem ise, el yardimi ile Stevia bitkisinin tohumlarinin kesede
bulunan yerlerinden ¢ekilip ¢ikarilmasi ve ayr1 bir kapta toplanmasidir. Tohumlar ¢ok
kiiglik oldugundan bu is i¢in baska yontemler de kullanilabilir (URL 5).

Stevia bitkisinin en onemli 6zelligi, cigeklenmeyi takip eden evrede c¢ok sayida
tohum verebilmesidir. Ancak tohum toplama isi ince ve nazik bir is oldugundan, olgun
hale gelen tohumlarin ¢ok geciktirilmeden toplanmasi gerekir. Kii¢iik ve zayif yapili minik
kanatl kese igerisinde, tohumlar korunamayabilir, ucabilir ve keseden ayrilabilir. Boylece

keselerin igleri bosalabilir (URL 5).

1.8. Stevia Bitkisinin Uretilmesi

Stevia rebaudiana bitkisinin tretilmesi; tohumdan fide Uretilmesi, ¢elikten fide

tiretilmesi ve doku kiiltiirii ile iiretilmesi olmak tizere 3 sekilde olmaktadir.

1.8.1. Tohumdan Fide Uretimi

Stevia (seker otu) bitkisinin yaygin tiretim sekli, genellikle tohum ile yapilmaktadir.
Ancak tohum ile yapilan tiretim sekli, ¢ok zorlu bir siire¢ ve sabir isteyen bir konu olarak
karsimiza ¢ikar. Bu durumu goze almak gereklidir. Ciinkii bitki tohumlar1 ¢ok kiictiktiir.
Igne ucu gibi minik tohumlar, olumsuz sartlara kars1 hassas ve dayaniksizdir. Tohumlarin
kiigiikliigii nedeniyle, fide iiretim merkezlerinde bile, otomatik tohumlama makineler ile
fide iiretimi yapilamamaktadir. Tohumdan iiretim sekli, dogrudan insan emegine
dayanmaktadir. Uretim, iklim bdlgelerine gore, biraz degisiklik gdstermekle birlikte, nemli
ve sicak iklimlerde, 6rnegin Akdeniz Bolgesi i¢cin tohumlama donemi, genellikle subat ay1
olmaktadir. Tohumdan fide iiretiminde, sera ortamlar1 tercih edilmelidir. Sera ortami,
tohumun ¢imlenmesi ve fidenin gelismesi i¢in en iyi sicaklik ve nem sartlarii bitkiye
saglar. Bu nedenle tohumdan fide iiretimde sera ortami 6zellikle tercih edilmelidir (URL
5).

Sera igerisinde fide iiretimi viyoller ve kasa igerisinde olmak iizere baslica iki sekilde

gerceklestirilebilir;
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Bitkiden ayrilarak toplanan tohumlar, yeniden Stevia tiretiminde kullanilir. Bu is
sabir ve zaman istemektedir. Zorlugun diger baslica nedenleri ise, tohumlarin ¢ok kiigiik
olmasi, ayrica minik keselerin icerisinde dollenmeyi saglayacak tohumlarin riizgar ve diger
etkilerle keseden ayrilmasi, yani keselerin i¢lerinin bosalabilmesidir. Kii¢iik ve zayif yapili
minik kanathi tohum kesesi igerisinde, tohumlar bir¢ok halde korunamaz, ugar, keseden bir
sekilde ayrilir, diiser veya ciirliyerek, kuruyarak zayi olur. Tohum kesecikleri de ¢ok kiigiik
oldugu i¢in, bu durum g¢ogu kez goz ile agik bir sekilde se¢ilemez. Stevia bitkisinin
tohumda ¢imlenme orani, en fazla % 30-40 gibi bir oranda gercgeklestirilebilmektedir.
Bunun nedenleri arasinda tohumlarin zayiflifi ve uygun yapilmayan ekim hatalar1 ile
tohumlarin ancak % 30 ‘unda korunabilmis embriyo yapisinin bulunuyor olmasi 6n
siralarda gelmektedir. Ayrica ekim yapilan yer, ¢evre kosullari, sulama hatalar1 vb. gibi
bakim ile ilgili yapilan hatalar da bunun {izerine eklenince ¢imlenme olayi, Stevia
tiretiminde ¢ok zor bir siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Stevia ekiminde basarisizlik
oranlar1 ¢ok yiiksektir. Bu nedenle % 20-30 c¢imlenme, iyi bir basar1 olarak
degerlendirilmelidir. Ulkemizin énemli ve biiyiik bir ¢ok fide iireticileri, ilk sene basarili
olamadiklarini, ancak ikinci sene tecriibe ve bilgilerini gelistirerek tohumdan fide
tiretiminde bagarili olabildiklerini belirtmektedirler. Bu 6rnekler bile, bu isin ne kadar zor
slireg oldugunu ve tecriibe gerektirdigini yansitmaktadir (URL 5).

Bunlara ek olarak; Stevia tohumu ¢ok kiigiik oldugu ve g¢imlenme zorlugu
bulundugundan, iizerine gelecek fazla kalin iist ortii, ¢cimlenme ve tohumun giin 15181na
kolay ¢ikmasimi engelleyebilir. Ortii  kalinhigi, zayif ve kiigik tohum g¢ikisini
engellemeyecek incelikte olmalidir. Aksi takdirde ¢imlenme orani ¢ok diisiik kalir veya hig
ctkmadigi gibi durumlarla karsilasilabilir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta, ¢cimlenme
oluncaya kadar torfun icerisine hi¢bir madde, giibre ilag, hormon vb konulmamalidir. Cok
su verilmesi veya susuz birakilmasi bitki gelisimini olumsuz etkileyebilir. Suyun karari,
birka¢ giinde (2-3 giin) bir vermektir. Ne zaman su ihtiyact bulundugu soyle anlasilabilir.
Bitkinin ¢evresindeki torf, bir miktar parmak ucuyla agilir, torfun dibi nemli ise sulamaya
ihtiya¢ yoktur, kuruma varsa su verilmelidir. Su siizgecli bir baslhikla verilip, narin

¢imlenen bitkinin gelisimine zarar verdirilmemelidir (URL 5).
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1.8.2. Celikten Fide Uretimi

Bu yontem, tohumlamadan farkli bir Stevia bitkisi iiretim yoludur. Bu yontem soyle
uygulanabilir;

Stevia bitkisi tizerindeki ana govde ve iyi gelismis yan dallar kesilir. Kesilen bu
dallar, koklenmesi i¢in uygun bir malzeme icerisine batirilir. Bu malzeme aynen viyol
tiretiminde kullanilan torf ve perlit karisimi olabilir. Uygun 151k ve 1s1 ortaminda bu dallar
kokleninceye kadar beklenir. Cabuk koklenme icin, hormon kullanilabilir. Koklenen
fideler kasadan tek, tek alinarak uygun pozisyonda acik tarla ortamina dikilir. Ayrica kasa
icerisinde fide devresi gegici bir devredir. Kalici olan tarladaki ortamidir. Celikleme ile
fide tliretiminde ortamin 1sis1, giines durumu, nemliligi ve iizerine dikim yapilacak olan

torfun cinsi tiretimi dogrudan etkilemektedir (URL 5).

1.8.3. Doku Kiiltiirii ile Uretimi

Bitki doku kiiltiiri yontemi, temelde bir iiretim yontemidir. Bilinen diger klasik
iiretim yontemlerinden farkli olarak, bitkinin cesitli kisimlarindan alinan kiiciik bir doku
pargas1 (eksplant) sterilize edildikten sonra, ¢esitli besin maddelerini iceren steril besi
ortaminda; 151k, nem ve sicaklik gibi uygun ¢evre kosullarinda kiiltiire alinmas1 iglemidir
(Srivastava ve Steinbaver, 1981; Vidalie, 1986; Goniilsen, 1987).

Doku kiiltiirii ile ilgili c¢alismalar, 1975 yilina kadar kallus kiltiirii ile bitki
rejenerasyonu temeline dayandirilmigtir (Chalupa, 1987). Giinlimiizde in vitro kosullarda,
cesitli bitki tlirlerinin doku kiiltiirii teknigi ile tiretilmesinde kallus, siirglin ucu, embriyo,
hiicre ve protoplast kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Srivastava ve Steinbaver,
1981; Vidalie, 1986; Ahuja, 1986).

Doku kiiltiirii teknikleri;

e Arz-talebi karsilayacak tiretim olanagi

e Genotiplerin hizli tiretimi

e Invitro’da erken seleksiyon

e Daha az alandan daha yiiksek verim eldesi

e Hastaliksiz bitki eldesi (Bakteri, viriis ve mantardan ari bitki eldesi)

e Haploid ve poliploid bitkilerin iiretilmesi
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e Mutantlarin iiretimi ve se¢imi

e Genetik ¢esitliligin saklanmasi

e Somatik embriyo olusumu, sentetik tohum iiretimi

e Protoplast kiiltiirii ile somatik hibridizasyon

e DNA teknolojisi ile gen transferleri

e (elikle iiretimi zor olan tiirlerin kolay iiretilebilmesi
gibi avantajlar bitkisel liretime saglamaktadir (Bhojwani ve Razdan, 1983; Vidalie, 1986;
Ucler, 1994; Ciice, 2016).

Diger taraftan doku kiiltiirii ile iiretimin vejetasyon donemine bagli olmamasi, bir
Klonu siirsiz bir sekilde {iretme olanagi vermesi, poliploit bireyler elde edebilme ve gen
bankalar1 kurma gibi yararlartyla birlikte, zengin tohum yillarinin seyrek oldugu,
tohumlarin uzun siire saklanmasinin miimkiin olmadig1 veya zor oldugu agac tiirlerinin
iiretilmesinde de 6nem tagimaktadir (Vidalie, 1986).

Genetikgiler doku kiiltiirti teknigini, se¢ilmis genotiplerin degerlendirilmesinde, hizl
biiyliyen fertlerin ortaya ¢ikarilmasinda, soguga, kurakliga, hastaliklara, tuzluluga ve
herbisitlere dayanikli bireylerin secilmesinde etkin bir sekilde kullanirlar (Kaya, 1988).
Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile nispeten problemsiz ve hizlh iiretim ihtimali, daha ileri
1slah adimlarinda kullanilabilecek énemli avantajlar sunmaktadir (Ugler, 1994).

Stevia rebaudiana, non-toksik ve mutajenik olmayan diisiik kalorili glikozitlere sahip
olma 6zelliginden dolay1 pek ¢ok arastirmacinin dikkatini ¢ekmektedir (Lyakhoykin, vd.,
1993)

Bitkinin gordiigii ilgi son yillarda Tiirkiye’de artmis ve bircok ydrede adaptasyon
calismasi yapilmistir. Ancak tohumlarindaki diisiik ¢imlenme orani ve yabanci tozlagma
nedeni ile olusan genetik varyasyonlar bu bitkinin ticari iiretiminin 6niindeki en biiyiik
engelleri olusturmaktadir. Bu nedenle doku kiiltiirii ile fide iiretim yollar1 arastirilmistir
(Sairkar vd., 2009; Janarthanam vd., 2009; Preethi vd., 2011; Mathur ve Shekhawat., 2013,
Gauchan., 2014).

Literatiire bakildiginda in vitro kiiltiirlerde baslangic materyali olarak Stevia
rebaudiana nin yaprak (Ferreira ve Handro, 1987-1988; Yang ve Chang, 1979), aksiler
stirglin (Bespalhok vd., 1992), kok uglar1 (Tamura vd., 1998) ve anter (Flashslan vd., 1966)
gibi parcalart kullanilmistir. Bunun sebebi hedef metabolitlerin degisik kaynaktan elde
edilen stirgiinlerde farkli oranlarda bulunmasidir. Stevia lizerinde yapilan ¢alismalar sadece

stirglin kiiltiirleriyle sinirli kalmamistir. Stevial glikozidlerin arastirilmasi amaciyla kallus
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ve siispansiyon kiiltiirler de denenmistir (Bondarev, vd., 2001). Bazi aragtirmacilar (Nebeta
vd., 1976; Suziki vd., 1976; Miyagawa vd., 1984) yaptiklar1 kallus denemelerinde stevial
glikozidlere rastlamaz iken, Lee vd. (1982) tarafindan yetistirilen kallus kiiltiirlerinde bu
glikozidler saptanmistir. (peculiarities of diterpenoid steviol). Tiim bu c¢alismalara
bakildiginda, S. rebaudiana in vitro ¢alismalar1 sonucu elde edilen veriler farklilik arz
etmektedir. Bunun sebebi baslangic materyali olarak secilen bitkinin genotip farki veya

yetistirilen ortamin fiziksel kosullarinin degiskenligi olabilir.

1.9. Amacg

Bu calismada, Rize Caykur’ da yetistirilen Stevia rebaudiana bitkisinin doku kiiltiirii
yontemleri kullanilarak etkili bir mikrocogaltim metodunun gelistirilmesi amaclanmistir.
Bu bitkinin eksplantlarinin in vitro kosullarda iiretimi potansiyelleri ve bu eksplantlarin
zamana bagli olarak (bliyiimeye bagli olarak) ne gibi degisimler gosterecegi, in vitro
kosullarda gerek besi ortami ve gerekse ¢evresel faktorlerin ne gibi sonuglar doguracagi
belirlenecektir. Bu tiirlerin tiretim potansiyelleri belirlenerek her daim iiretim yapilmasina
imkan saglayacak daha hizli, daha seri iiretim yapilmasi ve ayni anda aymi 6zellige sahip
(klon ve gesit) binlerce bitkinin tiretilmesi, dogaya kazandirilmasi giincel ve teknolojik bir
yaklagimdir. Bu amagla fakli temel besi ortamlar1 ve farkli bitki biiyiime diizenleyicilerin
cesitli konsantrasyon ve kombinasyonlari Stevia rebaudiana’nin in vitro ortamlarda
yetistirilmesi ilizerine denenmis ve kallus olusumu ve siirglin olusumunda bu faktorlerin

etkileri arastirilmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Kullanilan EKipman

Bu arastirmada, Stevia rebaudiana’min doku kiiltiri yontemleri ile iiretimi ve
degerlendirilmesi iizerine ¢alismalar yapilmistir. Deneysel ¢alismalarda, Stevia tiirlerinin
doku Kkiiltiirleri ile c¢ogaltimi alaninda yapilan ve literatiirde rastlanan g¢alismalardan
yararlanilmstir.

Doku kiiltiirii ile iiretim calismalari, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii Bitki Fizyolojisi ve Biyokimyast Laboratuari’nda yapilmistir.
Calismalarda besi ortamlarinin pH’sin1 ayarlamak i¢in Mettler Toledo MP 220 marka pH
metre, tartim islemleri icin OHAUS marka hassas terazi, ¢Ozeltilerin karistirilmasi igin
Heidolph 1400 (Hotplate & Stirrer) marka 1siticili manyetik karistirici, kurutma iglemleri
icin Niive FN 120 marka etiiv, saf su iiretilmesi i¢in GFL 2104 marka saf su cihazi,
sterilizasyon islemleri i¢in Ticisan (75 litre) marka otoklav, materyallerin kiiltiire alinma
islemi i¢in BIOBASE marka laminar akisl steril kabin, kiiltiirlerin biiytitiilmesi i¢in Sanyo
marka iklim dolab, siirgiin boyu uzunluklarinin 6l¢iilmesi i¢in BIS marka dijital kumpas

kullanilmistir.

2.2. Yontemler
2.2.1. Bitkisel Materyaller
2016 yilinda Rize Caykur’dan getirilen anag¢ Stevia rebauiana bitkisinin nod ve

yaprak eksplantlar1 baglangi¢ materyali olarak kullanilmistir. Kullanilan eksplantlar

kenarlarindan kesilerek yiizey sterlizasyona tabi tutulmustur.
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Sekil 5. Yaprak ve nod eksplantlar

2.2.2. Besi Ortaminmin Saptanmasi ve Hazirlanmasi

Karbon kaynagi olarak % 2 sukroz ve katilastirict % 0,8 fitoagar ilave edilmistir.
Gerekli olanlara bitki biiylime diizenleyicisi ya da diizenleyicileri de eklenerek, ¢ozeltilerin
pH’lar1 1 molar NaOH ve 1 normal HCI kullanilarak 5,5-5,6 araligina Mettler Toledo MP
220 marka pH metre kullanilarak ayarlanmistir. Sonrasinda besi ortamlari otoklavda
(Ticisan) 1 atm basmgta 121°C’de 125 dakika siire ile steril edilmistir. Otoklavdan
c¢ikarilan besi ortamlar1 hafifce ¢alkalanarak agarin homojen olarak dagilmasi saglanmis ve
sogumaya birakilmistir. Yiiksek sicaklikta etkisini kaybeden bitki biiyiime diizenleyicileri
0,22um ¢apindaki filtrelerle sterilize edilmis ve otoklavdan sonra besi ortami sogumadan
ortama eklenmistir. 40°C civarina kadar sogutulan besi ortamlari, ESCO marka laminar
akislt steril kabin igerisinde kiiltiir kaplarina aktarilmistir.

Bitkinin gelisebilmesi i¢in uygun besi ortaminin olmasi gerekmektedir. Stevia sp.
Mikrogogaltimi i¢in Murashige ve Skoog (MS) besi ortami secilmistir. Murashige ve
Skoog ortaminin igerigine bakildiginda ise makro ve mikro besinlerle birlikte vitaminler ve

organik bilesikler bulunmaktadir.
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Tablo 1. MS besi ortaminin makro ve mikro elementleri (URL-7)

Mikro Elementler mg/I
CoCl,.6H,0 0.025
CuS04.5H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
H3BOs 6.20
Kl 0.83
MnSQO,4.H,0 16.90
Na,Mo00,.2H,0 0.25
ZnS0,.7H,0 8.60
Makro Elementler

CaCl, 332.02
KH,PO, 170.00
KNO; 1900.00
MgSQO, 180.54
NH;NO; 1650.00
Vitaminler

Glycine 2.00
myo-Inositol 100.00
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine HCI 0.50
Thiamine HCI 0.10

2.2.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Konsantrasyonlari

Kallus olusturma denemelerinde 1 mg/L TDZ + 1mg/L IBA , 0,1 mg/L IBA+ 5 mg/L
Zeatin ve 0,1 mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L 2,4-D igeren MS temel besi
ortamlar1 kullanilmistir. Kallus olusum sirasinda bu bitki biiyiime diizenleyicilerinin se¢imi
noktasinda daha 6nce yapilan uygulamalardan ve literatiir bilgisinden yararlanilmistir. Elde
edilen kalluslarin biiylimesini gozlemek amagli 5 mg/L 2iP ve 2 mg/L IBA
konsantrasyonlarini iceren MS ortamlar1 denemeye tabi tutulmustur.

Stirgilin olusturma asamalarinda farkli konsantrasyon araliklarinda BAP (2,5 mg/L, 5
mg/L, 7,5 mg/L), KiN (0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L) ve 2iP(0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L)
iceren MS besi ortamlar1 denenmis ve siirgiin olusum oranlari siirglin boyu, siirgiin sayisi,

nod sayisi, yaprak sayisi ve yas agirlik kriterlerinde degerlendirilmistir.
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2.2.4. Bitkisel Materyalin Yiizeysel Sterilizasyonu

Mikrogogaltimda kullanilacak eksplantlar aseptik kosullara alinmadan Once tam
anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon ydntemleri anag¢ bitkinin yetistigi ortamin
ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa gore farklilik gostermektedir. Kullanilacak
dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi sterilizasyonun basarisini
etkilemektedir. Ayrica bitki dokularinin zarar goérmemesine dikkat edilmelidir. Stevia
rebaudiana bitkisinden kesilerek alinan yaprak ve nod eksplantlart ¢esme suyu ile 15
dakika bar yardimiyla karigirilmistir. Cesme suyuna tabi tutulan eksplantlar 6nceden
hazirlanmis %20’lik camagir suyu ile 10 dakika bar ile karigtirllmstir. Camasir suyu ile
yikanan yaprak ve nodlar ekim yapilmadan 6nce 1’er dakika bekletilerek saf suyla 3 kez
arindirlmisir. On yikama isleminden sonra 6nceden hazirlanmis %70’lik etanol (EtOH) ile
30 saniye 6n muamele islemine tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu islemi eksplantlarin
steril distile su ile her biri en az 5 dk olmak kayd ile ii¢ kez yikanmasi ile tamamlanmuistir.
Bu islemlere, eksplantin 6zelligine gore ilave uygulamalar yapilabilir ve dezenfektan
maddenin derisimi ile uygulama siiresi degistirilebilir. Son iki asamanin, steril kabin

icerisinde yapilmasi 6nemlidir.

2.2.5. Kullanilan Alet ve Ekipmanin Sterilizasyonu

Steril calisma kabini, kiiltlir asilama ¢aligmalarina baslamadan 6nce, 10 dakika siire
ile calistirildiktan sonra %70’lik EtOH ile dezenfekte edilmistir. Kullanilan cam malzeme,
otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur. Cesitli amaclar icin kullanilan tim cam
malzeme, otoklavda sterilizasyondan 6nce 100 °C’de, etlivde 1 saat siireyle bekletilmistir.
Eksplantlar kiiltiire almada kullanilan pens ve bisturiler ¢aligmaya baslamadan once %

70’1ik EtOH alkolde bekletildikten sonra atesten gecirilerek sterilize edilmistir

2.2.6. Materyalin Kiiltiire Alinmasi

Sterilize edilen yaprak ve nodlar steril kabin i¢erisinde minimum 5 mm uzunlugunda

kesilmis ve icinde steril besi ortami bulunan kiiltiir kaplarina yerlestirilerek kiiltiire
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almmistir. Stevia sp. alt kiiltiirleri, yasama durumlarina gore 4 ila 5 hafta araliklarla taze

besi ortamlarina aktarilmistir.

Sekil 6. In vitro ‘da Stevia sp. kalluslari
2.2.7. Fiziksel Kosullar
Caligmada kullanilan ve kiiltlire alma islemi tamamlanan eksplantlar i¢in inkiibasyon

ortami olarak 24 + 2 °C sicaklik, 8000 liiks 151k siddeti (uE/mZ/s), 16 saat aydinlik ve 8 saat

karanlik kosulu ile %80 neme ayarli1 iklim dolab1 kullanilmigtir.

2.2.8. Gelisme Siiresince Yapilan Ol¢iim ve Gézlemler
2.2.8.1. Kiiltiire Alinan Eksplantlarin Gelisme Durumu

Stevia rebadiana bitkileri, kiiltire alinmalarindan itibaren gelisme durumlari,
renklenmeleri, canliliklari, kallus olusumlari, siirgiin olusumlar1 ve olusan siirglinlerden
stirglin gelisimleri belirli araliklarla gozlemlenmis, elde edilen veriler istatistiksel agidan

degerlendirilmistir.
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Siirgiin ¢ogaltma ortamlarinda, denemelerin baslangicindan itibaren 6-8 hafta sonra;
olusan siirgiin sayisi, siirgiin boyu, nod sayilar1 ve yas agirliklart ve bu siirglinlerdeki

yaprak sayilar1 belirlenerek kaydedilmistir.

2.2.8.2. Siirgiinlerdeki Glikozit Miktar ve Cesitlerinin Belirlenmesi

Alt kiiltiirler sonucunda elde edilen siirglinler kurutularak glikozit iceriklerinin
belirlenmesi amaciyla Bolu Abant Izzet Baysal Universitesine gonderilmistir. Etiivde
40°C’de 24 saat siireyle kurutulan 6rnekler, iyice toz haline getirildikten sonra 20 mg
tartilarak santrifiij tiiplerine aktarilmistir (2 mL). Daha sonra 1 mL saf su veya 70 % (v/v)
metanol ilavesi ardindan tiipler ultrasonik banyoda 15 dk siireyle 55°C’de oziitleri
cikarilmistir. Siire sonunda kisa siireli buz igerisinde soklama, ardindan yiiksek hizli
santrifiij cihazina her bir tiip yerlestirilip oda 1sisinda 10 dk siireyle 12,000 rpm’de
dondirilmustiir. Stipernatant kismi temiz bir enjektor (insiilin ignesi) ile ¢ekilip, HPLC
viyollerine aktarilmistir. Bu asama ii¢c bagimsiz oziitleme ile yapilmistir.

Caligmalarimizda 150 x 4,6 mm ve 5 um partikiil boyutlu inerstil ODS-3 (GL
sciences Inc, Japonya ) kolonu kullamilmustir. Kolon firmi 40°C olarak ayarlanarak;
izokrotik akis ile (0,8 ml/dk) ile coklu dalga boyunda (201 ve 356 nm) tarama yapilmistir.
Ornekleme oto ornekleyici ile 10 uL enjeksiyonla yapilmis olup; hareketli faz olarak
asetonitril (ACN) ve pH 2,6’da 10 mmol/L NaH,PO, (32:68, v/v) kullanilmistir. HPLC
sistemi yar1 ultra yliksek basingli kromotografik 6zelliklere sahiptir (Dionex marka, ABD),
analiz siiresi her Ornek i¢in 8 dk’dir. Calismalarimizda kullanmis oldugumuz standart

maddeler, rebaudiosid A ve steviosid, Chromadex, ABD firmasindan temin edilmistir.

2.2.8.3. Kalluslardaki Fenolik Asit Tayini

Stevia rebaudiana yaprak ve nodlarindan elde edilen kalluslarin fenolik asit
iceriklerini belirlemek amaciyla her uygulama grubundan 0,2 gr numune alinip Hekzan,
DCM ve Metanol sirasiyla 10’ar dakika muamele edilmistir. Daha sonra elde edilen
stiziinti HPLC analizi i¢in 0,45 p’luk filtrelerden gecirilmistir. Kullanilan HPLC sistemi
(Shimadzu, Kyoto, Japan) CBM-20A kominikasyon modiilii, LC -20AT pompa, DGU-
20A5 online degazor, SIL-20A otosampler, CTO-10ASVP kolon firm1 ve SPDM20A
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diode dizi dedektoriinden olusmaktadir. Hareketli faz (solvent A) 20mM fosfat tamponu,
pH:2,5 ve asetonitril (solvent B) den olusup akis hiz1 1,5mM mindir. Uygulanan akis

programi soyledir:

e 0-11 dakikalar aras1 %5°ten %8’e
e 11-15 dakikalar aras1 %8’den %20’ye

o 15-25 dakikalar aras1 %20’den %80’e kadar artan solvent B akis1 saglanmustir.

Enjeksiyonlar aras1 10 dakika siitun dengeleme siiresi uygulanmistir. Kolon firin 1sis1

40°C de iken 20 pl 6rnek kolono enjekte edilmistir.

2.2.9. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Yapilan tez calismasinda yaprak ve nod eksplantlari, MS besi ortaminda fakli bitki
biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda elde edilen siirgiinler siirgiin sayisi, siirgiin
boyu, nod sayisi, yaprak sayisi ve yas agirlik kriterlerinde degerlendirilmistir. Elde edilen
veriler (¢coklu veriler) varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS 21,0)
paket programi igerisinde yer alan ANOVA’nin ¢ok yonlii Duncan testine tabi tutulmustur.
Olgiimleri yapilan degerler arasindaki istatistiki farklar ve benzerlikler ortaya konulmustur

(P<0,05).



3. BULGULAR
3.1. Stevia rebaudiana’mn in vitro Kallus Olusumu

Stevia rebaudiana’dan alinan yaprak ve nodlar 1 mg/L TDZ + Img/L IBA (G1), 0.1
mg/L IBA +5 mg/L ZEA (G2) ve 0,1mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L 2,4-D (G3)
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortaminda kallus olusumu i¢in denendi. Goriildiigii gibi
noddan alinan eksplantlardan kallus olusumunun ¢ok saglikli olmadig1 gézlendi (Sekil: 7).
Ote yandan yapraktan elde edilen kalluslarin durumlarimin daha iyi oldugu sonucuna

varildi. Yapilan nicel gozlemler sonucunda en etkili kallus ortam1 G1 olarak belirlenmistir.

Sekil 7. Yaprak ve nod eksplantlarinin besi ortamina aktarilmis sekli
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Elde edilen kalluslar 5 mg/L 2iP (G4) ve 2 mg /L IBA (G5) konsantrasyonlarini
iceren MS besi ortamlarina aktarildi. Tahmin edilen siirgiin ve kok olusumu gézlenmezken

bu ortamlarin kallus gelisimine katki sagladigi gozlendi.

3.2. Fenolik Asit Tayini

Denenen tiim kallus gruplarindan 4 hafta sonucunda elde edilen 6rnekler HPLC
analizine tabi tutulmustur. Alinan sonuglara gore en yiiksek klorojenik asit miktar1 0,128
mg/g kuru agirlhik degeri ile G5 ve 0,0121 mg/g kuru agirlik degeri ile G4 gruplarinda
gozlenirken, en disiik klorojenik asit miktar1 0,083 mg/g kuru agirlik ile G2 grubunda
gozlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Farkli ortamlarda yetistirilen S. rebaudiana kalluslarinin klorojenik asit ve
sinnamik asit miktarlari

Klorojenik asit(mg/g) Sinamik asit(mg/g)

Gl 0,097°+ 0,06 0,022%:0,005

G2 0,083%0,02

G3 0,105°+0,03 0,025%0,008

G4 0,121%+0,002

G5 0,128%+0,006 0,028%£0,004
+ii¢ tekariirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni1 harfle gosterilen degerler 6nemli Olciide farkl
degildir (P<0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Kallus olusturmada nicel olarak en etkili bulunan G1 ortaminda kalluslar; 4 hafta
(G1la) ve 8 hafta (G1b) siiresince biiyiitiilmiistiir. Bu siireler sonunda elde edilen kalluslar
ayr1 ayr1 analize tabi tutulmustur. 8 haftalik kalluslarda klorojenik asit miktar1 0,633mg/g
kuru agirhik olarak oOlglilmistii (Tablo 3). Kiiltiirde gegirilen siirenin klorojenik asit
miktarmi ciddi bir bicimde arttirdigi gozlenirken, sinamik asit lizerinde etkili olmadigi

saptanmistir (P<0,05).
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Tablo 3. Gl ortaminda 4 ve 8 hafta siiresince biiyiitiilen yetistirilen S. rebaudiana
kalluslarinin klorojenik asit ve sinnamik asit miktarlari

Klorojenik asit(mg/g) Sinamik asit(mg/g)
Gla 0,097°+ 0,06 0,022%:0,005
Gib 0,633%£0,012 0,028%:0,004

+ ii¢ tekeriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkli degildir
(P<0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).

3.3. Steviozit Tayini

Gl, G2, G3, G4 ve G5 ortamlarinda 4 hafta boyunca yetistirilen S. rebaudiana
kalluslarinin igcerdikleri stevial glikozitleri Ol¢lilmiistiir. Bu gruplarda yetistirilen
kalluslarin higbirinde stevial glikozitlere rastlanmamistir. Bunun sebebi kallus yetistirme

ortamindaki 151k yetersizligi olabilir.

3.4. Stevia rebaudiana’mn in vitro Siirgiin Olusumu

Stevia rebaudiana’dan alman yaprak ve nod eksplantlart KIN, BAP ve TDZ’ nin
farkli konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamina ekilmistir. Yapraktan yapilan ekimlerde
stirgiin elde edilememistir. Ayrica yapilan gbézlemlerde TDZ nin siirgiin olusumu igin
uygun olmadig1 belirlenmistir. Nod eksplantlarinin siirgiin olusumu i¢in bu deneme
gruplarinda uygun oldugu gézlenmistir. Elde edilen siirgiinler BAP (2,5-5-7,5 mg/L) ve
KIN (0,5-1-2 mg/L) iceren MS besi ortaminda 4 hafta siiresince bilyiitiilmiistiir. 4 hafta
sonunda siirgiin boyu, siirgiin sayisi, nod sayist ve yaprak sayist dlglimleri yapilmistir. Tiim
parametrelere bakildiginda sitokinin icermeyen temel MS besi ortaminin siirgiin geligimi
tizerinde en etkili deneme grubu oldugu goézlenmistir (Tablo 4). Siirgiin boyu acisindan
BAP ve KIN uygulamalarina bakildiginda KIN denemelerinin BAP’tan daha etkin sonug
verdigi saptanmustir. Siirgiin sayisi ele alindiginda yapilan analiz sonucunda kontrol ve 2,5
mg/LL. BAP uygulamalar1 hari¢ diger gruplar arasi istatistiki bir fark goézlenmemistir
(P<0,05). BAP uygulamalarinda konsantrasyon artisinin nod sayisi lizerinde 6nemli 6lgiide
etkisi olmadig1 belirlenmistir. Ote yandan KIN uygulamalarinda artan konsantrasyonun

nod sayisint olumsuz etkiledigi bulunmustur (Tablo 4). Artan BAP konsantrasyonu yaprak
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sayisini olumsuz etkilemistir. Kontrol grubu (7,01 adet) ve 0,5 mg/L KIN konsantrasyonu

(6,98 adet) en yiiksek yaprak sayimi veren uygulama gruplari olmustur.

Tablo 4. Stevia rebaudiana tiiriine ait siirgiinlerin 4 hafta sonunda farkli BAP ve KIN
konsantrasyonlarindaki siirgiin sayisi, siirglin boyu, nod sayisi ve yaprak sayisi

degerleri
mg/L | Siirgiin boyu(mm) | Siirgiin sayisi(adet) | Nod sayisi(adet) | Yaprak sayisi(adet)

KONTROL 5,61%0,08 2,15%40,06 6,01%+0,06 7,01%+0,07
2,5 2,83%+0,03 2,05°+0,02 3,02°£0,04 5,06°+0,06

BAP 5 1,19%0,03 2,12%+0,35 3,06%£0,02 4,01°£0,06
75 0,87"0,06 2,08%+0,07 3,05°£0,02 3,2°40,05

KiN 0,5 4,81°+0,11 2,14%+0,06 5,09°£0,04 6,98%+0,06
1 4,78°+0,05 2,13%+0,06 4,89°+0,08 6,05"+0,04

2 3,69°+0,06 2,09%+0,06 4,56°+0,08 6,03°+0,07

+ii¢ tekariirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir
(P<0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

3.5. Stevial Glikozit icerikleri

2,5- 5 -7,5 mg/L BAP ve 0,5-1-2 mg/L KIN igeren MS besi ortaminda 4 hafta
sonucunda elde edilen siirgiinlerin stevial glikozit icerikleri belirlenmistir. Yapilan analiz
sonucunda konsantrasyonlar arasi anlamli bir fark gozlenmemistir. BAP’ta yetistirelilen

stirgiinlerin daha ¢ok steviol glikozit igerdigi saptanmustir.

Tablo 5. Stevia rebaudiana tiiriine ait siirgiinlerin 4 hafta sonunda farkli BAP ve KiN
konsantrasyonlarindaki stevial glikozid igerikleri

Steviozid Rebaudiosid A

BAP 1,29+0,02 0,76+0,01

KIN 0,4+0,0 -




4. TARTISMA

Son yillarda, sekerin zararli etkilerinden dolay1r arastirmalar, sifir kalorili
tatlandiricilar iizerinde yogunlasmistir. Artan bu talep tatlandiricilarin dogal yani bitkisel
kaynakli olmasi durumundandir. S. rebaudiana, bu aragtirmalarda onciil niteliktedir. S.
rebaudiana’nin tohumdan iiretiminde stevial glikozit seviyelerinde pek ¢ok varyasyona
neden olmaktadir (Tamura vd., 1984). Diisiik ¢cimlenme orani tohumla endiistriyel diizeyde
tiretim durumu i¢in ciddi bir problemdir. Son yillarda bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak
icin, S. rebaudiana’nin homojen populasyonlarinin, bitki doku kiiltiirii ile diretimi
amaglanmistir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda Stevia’nmin tretimi, siirgiin uglarindan
(Tamura vd., 1984; Das vd., 2011), nodal segmentlerden (Mitra ve Pal., 2007; Singh vd.,
2014), yapraktan (Sreedhar vd., 2008), hipokotilden (Ramirez- Mosqueda ve Iglesias-
Anreu, 2015), cigceklerden (Ahmad vd., 2011) kallus kiiltiirleri (Swanson vd., 1992; Preethi
vd., 2011; Manthur ve Shekhawat, 2013) gibi boliimlerden denemistir. Yine de doku
kiiltiirlerinden sonra denenen tarla ¢alismalar1 genis capl tiretimler i¢in ciddi bir sikintidir.
S. rebaudiana’nin fotoperyot duyarliligindan dolayr hem in vitro hem de ex vitro
calismalardan yaprak kiitlesini ve steviol glikozid igeriginin optimizasyonunu yapmak
amaglanmistir (Ramesh vd., 2006, Tavarini vd., 2013). Genis ¢apli bitki iiretimi igin,
mikropropagasyon calismalar1 sayisiz avantaj saglar. Yapilan bu tez calismasinda, S.
rebaudiana’nin yapraktan ve noddan mikrogogaltimi ve kallus kiiltiirii olusturma
hedeflenmistir.

Kallus kiltirii igin eksplantlar yaprak ve nod’dan alinmistir. Sonugta yaprak
eksplantlar1 kallus kiiltiirii i¢in daha verimli oldugu gozlenmistir. Mikropropagasyon
caligmalari i¢in nodal segmentlerin uygun oldugunu kanitlayan pek ¢ok ¢aligma mevcuttur
(Sivaram ve Mukundom 2003; Thiyagarajan vd., 2012; Singh vd., 2004; Yiicesan vd.,
2015). Aamir vd. (2010) yilinda yaptiklart ¢alismada da yaprak kaynakli kalluslarin nodal
eksplantlardan daha etkin oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda internodal olanlarin etkili
sonu¢ vermeyip kallus olusturmadigimi ortaya koymustur. Ote yandan Din vd., (2006)’da
internodal segmentleri kallus olusumunda en iyi grup olarak belirlerken, yaprak ve nodal
eksplantlardan olusan kalluslar daha az biiylime gostermistir.

Kallus kiiltiirleri i¢cin denenen 3 farkli ortamdan yapilan nicel gozlemler sonucu en

etkili olan 1 mg/L TDZ- 1 mg/L IBA denemesi olmustur. Benzer olarak yapilan literatiir
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caligmalarinda TDZ diger bitki biiylime diizenleyicilerine gore yiiksek ve diisiik
konsantrasyonda kallus olusumunu destekledigi goriilmistiir (Capelle vd., 1983). Bir diger
caligmalarda da TDZ’nin in vitro ortamlarda kallus olusumunu destekledigi gézlenmistir
(Shan vd., 2000).

Yapilan bu tez ¢aligmasinda kallus denemelerinde karanlik ve aydinlik ortamlar
kullanilmistir. Karanlik ortamdaki kalluslarin beyazimsi bir renk oldugu gozlenirken,
aydinlik ortamdaki kalluslarin yesil renkte oldugu goézlenmistir. Buna benzer olarak
Lukatkin ve Silva (2007) yaptig1 calismada kallus ortaminin 1518a karsi etkisini denemis ve
karanlik ortamin beyaz renkli kallus olusturdugunu goézlemlerken aydinlik ortamin yesil
renkli kallus olusturdugunu gézlemlemistir.

Kallus galismalarindan elde edilen hasatlar stevial glikozid iceriklerinin belirlenmesi
amagh teste tabii tutulmustur. Bu test sonucunda hi¢bir uygulama grubunda stevial
glikozide rastlanmamistir. Bu durum daha Once yapilan kallus denemelerinde de
gozlenmistir. Benzer olarak Nabeta vd. (1976), Suzuki vd. (1976), Miyagava vd. (1984)
kallus kiiltiirlerinde stevial glikozidlere rastlamamustir. Fakat Lee vd., 1982, yaptig1 kallus
kiiltiirlerinde stevial glikozidler belirlenmistir.

Kallus denemelerinde olgiilen bir diger parametre de fenolik asit igerigidir.
Klorojenik asit ve sinnamik asit igerikleri Ol¢lilmiis ve en yiikksek GSgrubunda
gozlenmistir. Etkili bulunan G1 ortamimnin 4 ve 8 haftalik uygulamalar1 da ayr1 ayn
denemeye tabi tutulmustur. Zamanla klorojenik asit igeriginin etkin bir sekilde arttigi
gdzlenmistir. Ote yandan sinnamik asit etkilenmemistir.

Yapilan siirgiin denemelerinde BBD icermeyen MS ortami siirglin gelisimi i¢in en iyi
ortam olmustur. Benzer olarak literatiire bakildiginda BBD’siz MS ortaminin siirgiin
gelisimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir (Ibrahim vd., 2008, Hassanen vd., Khalil, 2013).

Ote yandan, Das vd. (2011)’de Kinetin iceren MS besi ortaminin daha verimli
stirglin sagladigini1 gézlemistir. Bu farklilik genotip ¢esidinden kaynakli olabilir.

Uygulamas1 yapilan BAP ve KIN konsantrasyonlarma bakildiginda ise KIN
denemeleri BAP denemelerinden daha etkili sonu¢ vermistir. Das vd., 2011 yilinda
yaptiklart arastirmalarda da KIN uygulamarmi BAP uygulamarindan daha etkin
bulmuglardir. Artan BAP konsantrasyonunun siirgiin ve yaprak sayisini olumsuz etkiledigi
gorilmiistiir. Benzer olarak Thiyagarajan ve Venkatachalam (2012) BAP’in artan
konsantrasyonunun siirgiin olusumunu ve sayisii olumsuz etkiledigini belirtmislerdir. Ote

yandan Sivaram ve Mukundam 2003 yilinda yaptiklari denemelerde yiikselen BAP
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konsantrasyonunun c¢oklu siirgiin olusumuna neden oldugunu gostermistir. Tim bu
caligmalara bakildiginda BBD’lerin konsantrasyonu ve kombinasyonlarinin etkinlikleri,
genotip, eksplant orjini ve kiiltiir siiresi ile alakali olabilmektedir. Dahasi, S. rebaudiana’ya
ait pek ¢ok doku kiiltlirii protokoliinde , siirgiin sayis1 12°den 126’ya kadar degiskenlik
gostermektedir (Aman vd 2013; Khalil vd 2014; Rathore vd 2014).



5. SONUCLAR

Bu calismada, Stevia rebaudiana nin doku kiiltlirii yontemlerinden “mikrogogaltim”

teknigi kullanilarak in vitro kosullarda tiretimi gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda

elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir:

1.

Yaprak ve noddan alinan eksplantlar kallus denemesi siiresince izlenmis ve sonug
olarak en iyi verimin yapraklardan alindig tespit edilmistir.

Karanlikta yetisen kalluslarin beyazimsi, aydinlik ortamda yetistirilen kalluslarin
ise yesil renkte oldugu tespit edilmistir.

Stevia rebaudiana’dan alinan yaprak ve nodlar 1 mg/L TDZ + 1mg/L IBA (G1),
0.1 mg/L IBA +5 mg/L ZEA (G2) ve 0,1mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L
2,4-D (G3) konsantrasyonlarint igeren MS besi ortaminda kallus olusumu igin
denenmis ve en iyi ortamin G1 oldugu sonucuna varilmistir.

Denenen tiim kallus gruplarindan 4 hafta sonucunda elde edilen 6rnekler HPLC
analizine tabi tutulmus ve alinan sonuglara gore en yiiksek klorojenik asit miktar1
0,128 mg/g kuru agirlik degeri ile G5 grubunda gozlenirken, en diisiik klorojenik
asit miktariin 0,083 mg/g kuru agirlik ile G2 grubunda oldugu tespit edilmistir.
Gl, G2, G3, G4 ve G5 ortamlarinda 4 hafta boyunca yetistirilen S.rebaudiana
kalluslarinin igerdikleri stevial glikozitleri dl¢lilmiis ve bu gruplarda yetistirilen
kalluslarin higbirinde stevial glikozitlere rastlanmadig1 sonucuna varilmistir.
Stevia rebaudiana’dan alman yaprak ve nod eksplantlar1 KIN, BAP ve TDZ’ nin
farkli konsantrasyonlarini iceren MS besi ortamina ekilmis ve yapilan
gozlemlerde TDZ nin siirglin olusumu i¢in uygun olmadigi tespit edilmistir.
Siirgiin boyu, siirglin sayisi, nod sayisi ve yaprak sayisi gibi tiim parametrelere
bakildiginda sitokinin icermeyen temel MS besi ortaminin siirgiin gelisimi

iizerinde en etkili deneme grubu oldugu sonucuna varilmastir.

. BAP ve KIN iceren MS besi ortamindaki siirgiinlerin steviozit icerigine

bakildiginda konsantrasyonlar arasi c¢ok fazla fark gozlenmezken, BAP’ta

yetistirilen stirglinlerin daha ¢ok steviol glikozit icerdigi tespit edilmistir.
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