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Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula bitkisi kullanim agisindan zengin bir bitkidir. Yiiksek verim ve
biyomas iiretimi igin ekonomik bir bitkidir. Ludwigia min Uretim siireci kisa siirer ve belirli bir
yiikseklige kadar biiyiir. Ulkemizde Irmak yataklar1 23.250 dekardir. Tiirkiye’de bu tiir arazilerde kiiltiir
bitkisi yetistirilmektedir. Ludwigia ve Gratiola’nin 6zellikle sevdigi bu sulak alanlar degerlendirilebilir.
Ayrica, bu bitkiler, fitoremediasyon i¢in de kullanilmaktadir. Atik sularda ki agir metalleri absorbe
etmesi, hayvan yemi ve silaj preparasyonunda kullanilmasi ve in vitro kosullarda {iretimi saglanarak siis
bitkisi, teraryum bitkisi ve yaralardaki enfeksiyonu nétralize etme gorevi ile potasyum agisindan zengin
olan yapraklarimin kullanilmasi L.ovalis ve G.viscidula’nin biyoteknolojik alanda ¢esitliligini gosterir

Bu ¢alismanin amaci, su bitkisi, teraryumlar i¢in ve siis bitkisi olarak kullanilan, maliyeti pahali olan ve
diger c¢esitli amagclar igin kullanilan L.ovalis ve G.viscidula bitkilerinin, in vitro kosullarda
optimizasyonunu saglamaktir.

Anahtar Kelimeler: biyomas,fitomeremediasyon,preparasyon,silaj
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Ludwigia ovalis and Gratiola viscidula plant is a plant rich in use. It is an economical plant for
high yield and biomass production. Production process of Ludwigia takes a short time and grows to a
certain height. River beds in our country dekardir.tiirkiye 23,250 plants are grown in culture in such
terrain. These wetlands, especially loved by Ludwigia and Gratiola, can be considered. In addition, these
plants are also used for phytoremediation. To absorb heavy metals in wastewater, to be used in animal
feed and silage preparation and to provide the production of in vitro conditions by using ornamental
plants, terrarium plants and the leaves that are rich in potassium in the biotechnological area of L.ovalis
and G.viscidula. shows variety.
The aim of this study is to optimize the optimization of L.ovalis and G.viscidula plants used for aquatic
plants, terrariums and ornamental plants, which are expensive and used for various other purposes.
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Bu tez calismasinda, akuatik bir bitki olan Ludwigia ovalis ve Gratiola
viscidula 'nmin morfolojik 6zeliklerine bakilarak in vitro doku kiiltiiriinde rejenerasyonu
incelenmistir.
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KARATAS’a, tezimin en basindan sonuna kadar benimle beraber olan yardimlariyla
hep yanimda olan basta Prof.Dr.Muhammed AASIM’a, Dr.Ogr.Uyesi Muhammet
DOGAN hocalarima sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ve elbette ki beni bu derya deniz olan bilimle tanistiran, her zaman yanimda olan
annem, babam, biricik ablam ve varligiyla hayatimdaki sevginin en masum hali olan
canim yegenim Sarem’e ne kadar tesekkiir etsem azdir. lyi ki varsimiz...

Sevgilerimle.

Tuba ALTUNKAYA
KONYA-2020



ICINDEKILER
OZET ...euitiitiititttt s 4
ABSTRACT .ttt n s 5
ICINDEKILER ........c.oooviiieieceeeeeeeee ettt 7
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cccccocooiiiiiiitieeeeeeeeeeee e 9
CIZELGELER DIZINI ....ovniiiiiiiiiiiiiieieeeceeeiceeeteeeereenenneennesnnenns 10
SEKILLER LISTESI .......cooiiiiie ettt 11
R B o) QT I S LT T SRR 12
1.1.2.Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula.................. ... cooo e e i e e e e 13
1.1.3. Akuatik BItKiler .........ooi e 15
2. KAYNAK ARASTIRMASL. .....ooiiiiiiiiiiiei e A7
2.1. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula Bitkisinde In Vitro Rejenerasyon
(081 T 50T 1 o PSSR 17
2.1.1. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula Bitkisinde In Vitro Mutagenez
(@81 T 50T 1 o PSSR 19
3. MATERYAL VE YONTEM .......ccccooooiiiiiiieeeeeee e eee s st s enen s, 21
3.1, BItKi MAtEryali.......ccueeiiiiiiiiecie ettt nne s 21
3.1.2. Besin Ortami1 ve Doku Kiiltiirti Kosullart ..........cocceeviiiiiiiiiiieeieee 21
3.1.3.Bitkilerin Yiizey Sterilizasyonu ............coeviiiiiiiiiiiiiiiiii i 22
3.1.4.Eksplant Izolasyonu ve KGHrii.................ocoooiiiiiiiiii 22
3.1.5. In Vitro Koklendirme ve Bitki Adaptasyonu................cocoviiiiiiiiiiinann.. 23
3.1.6. In vitro Cogaltilmis Bitkilerin Veri AIIMIL. .......cccoovvevevevcereieireecee e eesee e 22
3.1.7.Istatistik ANALIZ. ... ...oovii e, 23
4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA........coooiiiiiiieee e 23
4.1. Farkli Konsantrasyonlarda Kullanilan BAP Hormonunun Gratiola Viscidula’'nin
Stirgiin Ucu ve Yaprak Eksplantinda Rejenerasyon CaliSmasi ..........cccccooevvceevineennnne. 23
4.1.2. Farkli Konsantrasyonlarda Kullanilan BAP Hormonunun Ludwigia ovalis’in
Stirgiin Ucu ve Yaprak Eksplantinda Rejenerasyon CaliSmasi ..........cccccooevvceeiineennnnn. 26
O TARTISIMA ... .ottt ettt sb e b e e bt et e aeenbeeneeebe e b e 39
7. SONUCLAR VE ONERILER ...........cccooooiiiviiiieeeeeeeee e 44
7.1 SONUGLAT ...ttt e et e e e e et e e be e e are e e area e 44

T 1.2 0MCTILT e 46



OZGECMIS



Simgeler

Simgeler
Cm

Ccm?

G, mg, ug
HCI

L, ml, pl
MS
NaOH
HgCl,

Kisaltmalar

BAP
TDZ
KIN
IAA
VK
SD
KO

SIMGELER VE KISALTMALAR

Aciklama
Santimetre

Santimetrekare

Gram, miligram, mikrogram

Hidroklorik Asit

Litre, mililitre, mikrolitre

Murashige ve Skoog Temel Besin Ortami
Sodyum Hidroksit

Civa kloriir

Aciklama
6-Benzilaminopiirin
Thidiazuron
Kinetin
Indol-3-asetik asit
Varyansin Kaynag
Serbestlik Derecesi
Karelerin Ortalamasi



10

CIZELGELER LISTESI

Cizelge 4.0. Farkli siirelerde uygulan civa klortiriin sterilazasyon ve eksplantlarin
gelisimi GZerine ethiSi........ovuitiiei i 27

Cizelge 4.1. Farkli BAP konsantrasyonun G. viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyon
calismasina ait varyans analizi...............ccooiiiiiiii i 28

Cizelge 4.2. Farkl1 BAP konsantrasyonun G. viscidula bitkisinin siirgiin
FEJENEIASYONU. ...\ttt ettt et ettt e et et et e e et et et e e e e et e e ane e aneaas 28

Cizelge 4.3. Farkli KIN konsantrasyonun G.viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyon
calismasina ait varyans analizi................cooiiiiiiiiiiiii i 31

Cizelge 4.4. Farkli KIN Konsantrasyonun G.viscidula Bitkisinin Siirgiin
REJENEIASYONU. ...ttt 31

Cizelge 4.5. Farkli TDZ konsantrasyonun G.viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyon
caligsmasina ait varyans analizi..............ccovviiiiiiiiniiiniiiineieieaeennnnn 33

Cizelge 4.6. Farkli TDZ Konsantrasyonun G.viscudula Bitkisinin Siirgiin
REJENEIASYONU .....coviiiiiiiieett ettt 33



11

SEKILLER LISTESI
Sekil 1.Ludwigia ovalis Bitkisinin Genel GOrtintimui............ccceevververeiieeseeresieseenneans 14
Sekil 2.Gratiola viscidula Bitkisinin Genel GOrtintimui. ..........ccccervererienieenesieseeenn 15
Sekil 3.Gratiola viscidula’nin 2.0 mg/ml BAP Icerigindeki Kontaminasyonu. ........... 23
Sekil 4. 1.0 mg/L BAP 1.Tekerriir DENEMESI. ....cceviiiiiieiieiesie e 29
Sekil 5. 1.0 mg/L BAP 2. Tekerriir DENEMESI. ......ccvvveieiieiieie e seesie e 29
Sekil 6. 0.25 mg/L BAP 1.Tekerriir DENEMESI .......cccvviiiieiieieiieseeie e 30
Sekil 7. 0.50 mg/L KIN 1. Tekerriir DENEMESH ......ccecveieeiieieiiesieesie e 32
Sekil 8. 1.0 mg/L KIN 1.Tekerriir DEeNnemesSi..........ovvuiriiieiniiiieiieeeieieieenes 32
Sekil 9. 0.25 mg/L TDZ 1.Tekerriir Deneme............coovviiriiiiniiniieiiiiiiniieeenn. 34
Sekil 10. 0.50 mg/L TDZ 1.Tekerrlir Deneme ...........cccoeeririnininiieienie s 35
Sekil 11. Ludwugia ovalis Bitkisinin Kontaminasyonu..................ccccoeiienennnn 36

Sekil 12. Ludwigia ovalis’in 1.0 mg/L BAP Ortaminda Siirgiin U¢ ve Bogum
KontaminasyonU. .........coiuiiuiiii i 36

Sekil 13. Ludwigia ovalis bitkisinin 3.0 mg/L KIN Denemesinde Bogum Eksplantinda
Bakteriyel KontaminasyonU. ..........oo.eoiiiiiniiiii et 37



12
1.GIRIS

1.1. Doku Kiiltiirii

Doku kiiltiri  galismalarinda  bitkinin doku ve organlari, aseptik bir ortamda
kontrollii sartlarda yetistirilir. Bu teknik, ana olarak bitki hiicrelerinin totipotensi
ozelligine dayanir. Totipotensi, tek bir hiicrenin, hiicre boliinmesiyle tiim bir genomu
olusturma yetenegini ifade eder. Bitki doku kiiltiiri ortami, bitkilerin normal biiylimesi
ve gelisimi igin gerekli tiim besin maddelerini igerir. Temel olarak makro ve mikro
besinler, vitaminler, diger organik bilesenler, bitki biiylime diizenleyicileri, karbon
kaynagi ve katt ortam durumunda bazi jellestirici maddelerden olugur. Murashige ve
Skoog besiyeri (MS besiyeri), bircok bitki tiirliniin in vitro liremesi i¢in siklikla
kullanilir. Ortamin pH'1, hem bitki biiylimesini hem de bitki biiyiime diizenleyicilerinin
aktivitesini etkileyen onemli bir faktordiir. Ortamin pH’1 5.6- 5.8 arasindaki degere
ayarlanir. Kiltiir i¢gin hem katt hem de sivi ortam kullanilabilir (Hussain ve ark.
2012,Bridgen ve ark 2018).Mikroorganizmalar doku kiiltiirii ¢alismalarinda
bulasik/kontaminasyon olarak kabul edilir. In vitro rejenerasyon ¢alismalarinda en agir
kayiplar kontaminasyon yiiziinden olusur.Bu tiir kontaminasyonlara 6rnek olarak;
virlis,bakteri,maya,mantar vb mikroorganizmalar sayilabilir ~(Oyebanji ve
ark.2009).Yapilan sterilazasyon yetersiz ise mantar, maya ve bakteri olusabilir.
Bitkiden aldigimiz eksplant 6rneklerinde topraga maruz kalan bitki kisimlar, tarlada,
yetisen bitkiler ile sucul bitkileri sterilize etmek genellikle zordur (Leifert, 2009). Bitki
doku kiiltiiriinde kullanilan ortamlar, c¢esitli besin  maddeleri,mineraller,  bitki
yetistirme maddeleri, vitaminler ve seker bilesenlerini igerir. bu kiiltiir ortamlar1 ayrica
bakteri ve mantarlarin hizli biiyimesi ig¢in de uygundur. Bu kontaminasyonlar, bitki
dokusunu veya Kkiiltiirli istila ettikleri i¢in hizla biiyliyerek besin ortamini tiiketir ve
kiiltirlenmis bitki dokusunun biiyiimesini etkiler. Bu nedenle, tiim in vitro bitki kiiltiirii
yonlendirmeleri igin steril tekniklerin kullanilmasi gereklidir. Doku kiiltiirii sisteminin
hazirlanmas1 ve korunmasi, kiiltlir ortaminin sterilizasyonunu,kiiltiirlenecek bitki
dokusunun yiizey sterilizasyonunu ve kullanilan herhangi alet ve ekipmanlarin
sterilizasyonunu  gereklidir.Bu ¢alismanin igeriginde de aquatik bir bitki olan
Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula’nin farkli siirelerde civa kloriir (HgCl,) ile

muamele sonucu gergeklesen yiizey sterilizasyonunu sunmaktadir.
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1.1.2. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula

Klorofil bulunduran su bitkileri sucul yasamin birincil Treticileridir. Suyun
oksijenazyonunu fotosentez aktivitesi ile saglamaktadirlar. Su bitkileri, su kirliliginin
biyolojik  yontemlerle belirlenmesinde ve  patojen  bakterilerin  ortamdan
uzaklagtirllmasinda 6nemli rol oynarlar. Patojen bakteriler bilindigi gibi asidik ortami
tercih etmektedir, bitkisel organizmalar ise ortami baziklestirdigi i¢in bakterilerin
uzaklastirilmasini saglamaktadir. Su bitkileri ayn1 zamanda yumurtadan ¢ikan balik
larvalari i¢in, korunma ve beslenme alanlar1 olusturmaktadir (Yenice, 2010). Su bitkileri
bulundugu ortamda dengenin olusturulmasi i¢in vazgegilmez canlilardir. Bitkiler sudaki
karbondioksiti alarak oksijen iiretirler. Sucul bitkiler, kanalizasyon veya atik su aritma
sistemlerinin sivi atiklarindan agir metallerin uzaklastirilmasinda kullanilirlar. Bu
sistemler; fosfor, azot ve diger bitki besin elementlerini igerir. Atik sulardan bu
metallerin uzaklastirilmasinda genellikle pahali kimyasal yontemler kullanilmaktadir.
Ama baz1 su bitkileri ile daha az maliyetle agir metalleri absorbe ederek aritma
saglanabilir. igne yaprakli olan Ludwigia ovalis, narin yesil ve kirmizi1 yapraklar1 olan
giizel bir bitkidir. Bu akvaryuma hareket ve boyut katan bir bitkidir. igne yaprag
bitkileri, gévdenin tiim uzunlugu boyunca zit giftler halinde biiyiiyen ince ve Sivri
yapraklara sahiptir. Suda bulunan demir miktarina bagli olarak yapraklar yesil veya
kirmizi olabilir. Igne yapragi ¢ok yonlii bir bitkidir, ancak arzu edilen parlak kirmizi
rengi elde etmek i¢in yiiksek aydinlatma ve besin seviyeleri saglanmalidir. Yiiksek
demir igerigi, daha fazla kirmizi ton ortaya c¢ikarir. Bu bitkinin ekimi i¢in CO2
enjeksiyonu gerekli degildir, ancak daha saglam sekilde biiylimesine yardimei
olabilir. Biyiidiikge, yapraklar diger Ludwigia tiirleri gibi yuvarlak olma egilimindedir
ve yesil kalir. Yiiksek 151k altinda biiyiitiildiigiinde ve bir akvaryuma daldirildiginda,
yapraklar ~ besine  bagli  olarak rengi  turuncuya doner. En  hassas
goriinen Ludwigia tiirlerinden biridir. Bu tiirler, siirlinen veya siiriinerek yetisen,
palustrine (bataklik) ortamlarinda ve nehirlerin ve goletlerin kenarlar1 boyunca su
altinda kalan bitkilerdir. Mikro 1s1kl1 giibreler siirglin tepelerinin ve yapraklarin alt
kisimlarinin kirmizi renklenmesini arttirmaya yardimci olmakla birlikte, yeterli 151k ana
gereksinimidir. Bu ¢igeklerin karakteristik 6zelligi dort yaprakli olmasidir. Bu tiirler
dallanma egilimi gosterdiginden yan siirgiinlerin birkag¢1 kesilebilir ve ekilebilir. Ttiirler
ayrica 'tepesinde' olabilir ve ekilebilir; kisa silire sonra substratta birakilan kismin

diigiimlerinde yeni siirgiinler gelisecektir.
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Tiirler goriiniiste ¢ok ince oldugundan Ludwigia ovalis en etkili sekilde en az yarim

diizine (ve tercihen daha fazla) siirgiin i¢eren gruplara ekilir.

Sekil 1. Ludwigia ovalis Bitkisinin Genel Gériiniimii

Bir diger bitkimiz olan Gratiola viscidula Plantaginaceae familyasina ait sucul bir
bitkidir. Daha ¢ok Amerika, Avrasya ve Avustralya'nin iliman veya tropik bolgelerinde
yayilim gosteren otsu bir tiirdiir. Gratiola viscidula, biiyiik 6l¢iide izole popiilasyonlara
sahip bir Kiy1 Ovast tiiridiir. Ohio, Kentucky ve Bati Virginia'da Kanawha ve Ohio
Nehri vadilerinin siirh bir bolgesinde meydana gelir. Gratiola viscidula ilk olarak Bati
Virginia i¢in Brumfield ve digerleri (1982) tarafindan rapor edilmistir. Spooner (1984),
lic Bat1 Virginia eyaleti de dahil olmak {izere tiirlerin ulusal dagilimini haritalandirir:
Cabell, Mason ve Putnam. diigmeli goletlerde ve eski Teays Nehri sistemiyle iligkili
nehir kenarindaki sulak alanlarda yetisir. Gratiola 'nin diinya ¢apindaki tek taksonomik
tedavisi 160 yildan daha uzun bir siire once yaymlanmis molekiiler filogenetik
caligmalara sadece birkag cinsi dahil edilmistir. Gratiola min filogenetik iliskileri,
morfolojik karakter evrimi ve biyocografik yapilarin incelenmesi yapilmigtir. DNA
sekansi verileri ve morfolojisi kombinasyonunun kullanilmasi ve yakindan iligkili ve
agirlikli olarak dogu Kuzey Amerika tirlerinden olusan dort kisilik bir grup
olan Gratiola neglecta tiir kompleksinin taksonomik bir ¢alismasini yiiriitiir. Kuzey
Amerika kdkenli olup su hobisi igin yeni ve oldukga giizel bir bitkidir. Su altinda kalmis
formun dikenli goériiniimii, onu kolay bir sekilde diger bitkilerden ayirir. Yiiksek
derecede beyaz 15181 tercih ederek biiyiimesi oldukga kolaylastirir. Her govde yaklasik

1-2 cm genisligindedir ve maximum 10 cm boyunda olabilir. Kok kismindan dallanir,
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yayilir ve bitkiye ¢cok yogun bir gériiniim kazandirir. Bu tiiriin bilinen popiilasyonlari
birkag bireyden olugmaktadir. Gratiola viscidula, Bat1 Virginianin gelecekteki enderlik

listelerine dahil edilmeyi hak ediyor.

Sekil 2.Gratiola viscidula Bitkisinin Genel Goriiniimii

Gratiola viscidula geleneksel akvaryumlarda ve su bahgelerinde siis bitkisi olarak
kullanilarak daha fazla popiilerlik kazanmaktadir.

1.1.3 AKUATIK BITKILER

Aquatik bitkiler, terapotik ozellikli oldugu i¢in halk arasinda ilag olarak kullanimi
olduke¢a yaygindir. Siis amagcli, bitki 1slah1 veya su kalitesini korumak i¢in akvaryumlara
ekilen tibbi bitki, arindirict bitki ve siis bitkisi tiirlerini i¢erir. Cok yonlii olduklari igin
olduk¢a popiilerlik kazanmigtir. Su bitkileri, kimyasal veya morfolojik 6zelliklerine
gore secilir (Stodola 1980). Bu sucul bitkiler, Ayurveda gibi farkli geleneksel tibbi
sistemlerde uzun siiredir kullanilmaktadir (Gonsalves 2010). Karasal veya sucul
bitkilerin, hint gelencksel tibbi sisteminde kullanilan tibbi bilesenlerin % 80'ini
sagladig tahmin edilmektedir. Sinirli talep nedeniyle, in vitro kosullarda nadiren mikro

cogaltilmaktadir. (Pierik ve Ruibing 1997).
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Tatli su bitkilerinin ¢ogu, Gilineydogu Asya, Malezya ve Endonezya, Vietnam, Laos ve
Kambogya c¢evrelerinde tamamen su altinda veya ortaya c¢ikmis olarak bulunur.
(Kasselmann, 1999). Cevremizdeki su birikintilerinde ¢ok sayida su bitkisi bulunur.
Yabani otlar veya diisiik ekonomiye sahip oldugu diisiiniilerek su bitkileri ¢ogu zaman
gormezden gelinir. Bu bitkiler hi¢bir zaman ilgi odagi olmadi ve genellikle dogal
seleksiyona birakildi. Bitki biyoteknolojisi teknikleri, doku kiiltiirii ve mikro ¢ogaltma,
karasal bitkilerin kiiltiire alinmasi i¢in yaygin olarak kullanilsa da,su bitkilerinde
uygulama alan1 daha azdir. Sucul bitkileri in vitro ¢ogaltilmasiyla ilgili arastirmalar ¢ok
nadirdir. Sucul bitki biyoteknolojisi bu derya deniz okyanusta zamanla biiyiileyici

olmustur.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Su bitkileri, oksijen seviyelerini, organik maddeleri ve diger suda yasayan
organizmalarin beslenme ve lireme ortamlarini koruyan su ortamlarinda 6nemli canli
organizmalardir (Cirik ve digerleri,2011). Herhangi bir su kiitlesinin verimliligi,
ekosistemin birincil ve ikincil dreticileri olduklar1 i¢in igerdikleri su bitkilerinin
miktarina gore belirlenir (Oyedeji ve Abowei, 2012). Bu bitkilerden bazilar1 hem siis
hem de terapotik tedavi olarak kullanimlarindan dolayr yiiksek biitceye sahiptir.
Plantaginaceae familyasina ait sucul bir bitki olan Gratiola viscidula ve Ludwigia
ovalis maliyeti yiiksek bir bitki tiiridiir. Geleneksel veya modern biyoteknolojik
methotlarinin uygulanmasi, bu bitkilerin in vitro olarak gelismesine imkan tanir.
Ozellikle bu bitkiler ile yapilan esas ¢alismalar taksonomiye gore siniflandirmadir. Bu
bitkilerde doku kiiltiirii teknikleri ile istenen Ozellikleri kisa siirede gelistirmeye izin

verir. Bitki doku kiiltiirii teknigi kullanilarak bitkilerin mikrogogaltimi gergeklestirilir.

2.1. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula Bitkisinde In Vitro Rejenerasyon
Cahismalan

Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula in vitro rejenerasyonu iizerine son yillarda
caligmalar yogunlagsmistir. Bu calismalarin farkliligr literatiirde doku kiiltiiri teknigi
kullanilarak taksonomi ¢aligmalarinin yani sira kullanilan tekniklerin gelistirilmesi veya
genisletilmis bilgi bankas1 elde etmektir. in vitro morfogenezde bitkinin siirgiin
olugturmast ve biiylime gosterebilmesi igin birbirinden farkli bazal ortamlar, farkli
eksplantlar ve gesitli hormonlar veya birlestirilmis horman uyumlar1 kullanilmigtir. Bu
yiizden doku kiiltiirii besi ortami olarak bazal ortam kagmilmazdir. Ciinkii bitkinin
gereksinim duydugu mikro ve makro besin kaynaklarini bu ortam ihtiva eder. Ludwigia
ovalis ve Gratiola viscidula bitkilerinin mikrogogaltimlar1 i¢in genellikle MS
(Murashige and Skoog) besi ortami tercih edilmistir. (Gnanaraj ve digerleri 2011),
Alternanthera sessilis’in in vitro kosullarda hizli ¢ogaltimi i¢in siirgiin ucu, yaprak,
govde nodlar1 ve internodlar1 farkli oranlarda sitokinin ve oksin igeren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. Siirgiin ucu eksplantlarinda en fazla siirgiin rejenerasyon orant ( %94)
ve eksplant basina siirgiin sayis1 (23 adet) 2,00 mg/L BAP igeren MS ortaminda

kaydedilmistir. Nodal eksplantlarda en fazla siirgiin rejenerasyon orani (90), nod basina
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stirgiin sayist (15) 1,5 mg/L BAP igeren MS ortaminda gozlenmislerdir. En fazla kallus
olusumu ise 2 mg/L-D igeren MS ortamindaki yaprak (92) ve internod (88)
gozlenmistir. En yiiksek oranda kok olusumu (97) ve siirgiin basina en fazla kokgiik
say1st (6,3) 3 mg/L * MS iceren ortamda elde edilmistir.

Doku kiiltiirii tekniginde yaygin olarak kullanilan ve tavsiye edilen karbon kaynaklari
icerisinde siikroz, frilktoz veya glikoz bulunur. Lakin Ludwigia ovalis ve Gratiola
viscidula bitkilerinin rejenerasyon galismalarinda en yaygin kullanilan1 karbon kaynagi
stikrozdur (Sumaryono ve digerleri, 2012). Bitki doku kiiltiiriinde bir baska onemli
etken katilagtirici maddelerdir. Bunlara 6rnek olarak agar, fitagel gibi maddeler verilir.
(Babbar vd, 2006). Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula bitkilerinin rejenerasyonu igin
agar tercih edilmektedir, yalniz bazi ¢aligmalar deney ihtiyacina yonelik katilastirici
madde kullanilmaksizin (siv1 ortam) hazirlanabilir.

Sterilizasyon siireci deneyin bir sonraki asamaya gecebilmesi ve alt kiiltiire kolaylikla
alinabilmesi yoniinden eksplantlarin ya da tohumunun vyiizey sterilizasyonu, dis
kaynakli mikrobiyal kontaminasyonun giderilmesini ya da kendisine zarar vermeyecek
hale gelmesinin saglandigi doku kiiltiirii tekniklerinde en 6nemli adimdir (Cimar vd,
2013). Su bitkilerinin mikropropagasyonu genellikle sterilizasyon sirasinda eksplantlara
onemli zararlar vermeden dogrudan yiizey sterilizasyonuna tabi tutularak bitkisel
pargalarin kullanimin1 igermektedir. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula bitkilerinin
in vitro rejenerasyon ¢alismalarinda, HgCl,'tin  %0,01 konsantrasyonunda ana
sterilizasyon maddesi olarak kullanildigini ortaya koymuslardir (Showkat vd, 2010),
(Vijayakumar vd, 2010: Mohan vd, 2011), (Kumari vd, 2014), (Jain vd, 2013),
(Subashri ve Pillai 2014,). (Cinar ve ark, 2013), Hygrophila polysperma bitkisiyle
cogaltim calismas1 yapmiglardir. Calismada bitkinin 3-5 cm’lik goévdeleri alinarak
HgCl, ile sterilizasyonu saglandiktan sonra, siirgiin ucu, birinci koltukalti meristemi ve
yaprak eksplantlarint BAP, TDZ, Kinetin ve IBA’nin farkli oran ve kombinasyonlarinda
killtire  almiglardir.  Kati  ortamlardaki ~ denemelerde  endojenik  bakteri
kontaminasyonunu engellemek amaciyla 500 mg/L bakteriyostatik antibiyotigi olan
Amoklavin’i de besin ortamima eklemislerdir. Uygun eksplantlarin se¢imi, in vitro
kosullarda aksiller siirgiinlerin gelismesiyle sonug¢landigi icin bitki doku kiiltiiriiniin
o6nemli ve 6n agamalarindan birisidir. Burada dikkat edilecek hususlar eksplantin yas1 ve
biytikligidir. Bu faktorlerin  belirlenmesiyle kallus indiiksiyonu, somatik

embriyogenez ve organogenez gibi ¢alismalar amaglanmistir (Smith, 2012).
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In vitro rejenerasyon sonucunda siirgiinlerin koklenmesi ve bitkiciklerin dig ortamlara
aktarilarak adaptasyonunun saglanmasi basarili bir doku kiiltiirii i¢in gereklidir.
Siirgiinler IBA hormonu ihtiva eden koklenme ortami sirasinda ¢oklu koklenme
(Karatas ve digerleri, 2013) tarafindan rapor edilmistir.

Koklenmenin bir sonraki asamasi bitkiciklerin ortama adaptasyonudur.(Karatas vd,
2013), sucul ve tibbi bir bitki olan Bacopa monnieri nin adventif siirgiin koklerini elde
etmiglerdir. Elde edilen siirgiinler 4,00-10,00 pH araligina adaptasyon saglarken en iyi
adaptasyonu pH 8,00 oraninda gostermistir. Ayrica, farkli pH seviyelerindeki (4-10)
sahip akvaryumlardaki bitki biiyiimelerinide kontrol etmislerdir ve pH 8.0'de

maksimum bitki bilylimesini belirtmislerdir.

2.1.1. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula Bitkisinde In Vitro Mutagenez
Cahismalan

Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula terapotik bir bitki oldugundan dolayi ilag
iiretiminde de kullanilan bir bitkidir. Arastirmacilar bitkilere tibbi 6zellikler eklemek
icin ¢alismaktadirlar. Bu c¢alismalarin ortak noktas: bitkinin gen havuzundaki
cesitliligini arttirarak 2. nesillere aktarimini saglamaktir. Bu alanla ilgili az sayida
arastirma bulunmaktadir.

B. officinalis, G. viscidula, V. luteum ve V. hirundinaria ekstrelerinin genotoksisitesi,
giiclii antioksidan kapasite, in vitro insan lenfositlerinde kromozom aberasyonu, kardes
kromatid degisimi (SCE), sitokinez blok mikronukleus ve alkalin tek hiicreli jel
elektroforezi (kuyruklu yildiz) testleri ve Ames Salmonella / mikrozom testi
kullanilarak test edildi. Test edilen tiim Oziitler, S.typhimurium TA98 suslarinda
mutajenik degildi ve TA100 metabolik aktivasyon iceren ve igermeyen ve in vitro
olarak insan lenfositlerinde kromozom anormalliklerine neden olmamustir. G.
visciduladan elde edilen ekstrakt, mikroniikleuslarda onemli bir artisa neden olan ve
olas1 andjenik etkiyi gosteren tek tlirdii. Arastirilan tiim bitki 6ziitleri, kuyruklu yildiz
deneyi ile degerlendirilen DNA hasarina neden olurken, B. officinalis ve V. luteum
oziitleri, SCE degerlerinde hafif bir artisa neden oldu. Yanitta belirlenen varyasyon, test
edilen bitki 6ziitii ve dondr duyarliligina bagli olabilir.(Grazina Slapsytéa, Veronika
Dedonytéa , AuSra Adoménienéb , Juozas Rimantas Lazutkaa , Juraté¢ Kazlauskaitéa ,
Ona Ragazinskienéc , Petras Rimantas Venskutonisb, 2015)

Bir mutasyon tek hiicreli bir olay oldugundan, ¢ok hiicreli bir meristemin 1ginlanmasi ile

sonuglanir. Mutasyona ugramis hiicre ile ¢evredeki mutasyona ugramamis hiicreler
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arasindaki bu rekabet, genellikle mutasyonlu hiicre tarafindan kaybedilerek, mutasyona
ugramis bitkilerin diisiik frekansina ve dar bir mutasyon spektrumuna neden olur.
Mutasyona ugramis bir hiicre hayatta kalir, kimeralar otomatik olarak olusur ¢iinkii
cogu apeks bir dizi olduk¢a bagimsiz hiicre katmani grubundan olusur. Bu tiir
istenmeyen bir durum, yalnizca bir hiicreden tam bitkiler yetistirilerek iyilestirilebilir,
bu da yiiksek siklikta kati, kimera olmayan mutantlar ve genis bir mutasyon spektrumu
ile sonuglanir. Birgok bitki tiirii, izole edilmis yapraklar tizerinde adventif tomurcuklar
olusturmak i¢in uyarilabilir. Izole yapraklar iizerinde adventif tomurcuklar olusturmaya
tesvik edilebilecek c¢esitli bitki tiirlerinin ve yeni olusumlarin yerlesim tipine gore
gruplandirildigi bir liste hazirlanmistir.(AMES, 1899. An easy method of propagating of
Drosera filiformis. Rhodora 1: 172.)

Yaygimn bir hibridizasyona sahip bir cins olan Ludwigia, gen introgresyonunun ve
poliploidizasyonun tiir varyant1 {izerindeki etkisini incelemek i¢in ideal bir modeldir.
Kuzey Amerika'da dagitilan bes tiiriin poliploid kompleksi (x = 8) olan L. sect'in
filogenisi cpDNA atpB-rbcL intergenik aralayict ve nrITS (dahili kopyalanmis
aralayici) dizilerine dayanilarak yeniden yapilandirma yapildi. Cogu Ludwigia tiirleri
her iki lokusta da polifiliktir, Koklenen en yiiksek olasilik evrim agaclarina dayali
tekrarlayan melezlerin arasindaki iliskileri incelemek i¢in minimum bir kapsama ag1 da
inga edildi. CpDNA aginda, tetraploid L. spathulata haplotiplerinin ¢ogu i¢ diigiimde
kiimelenmistir. Bu da erkil tohumun soyu tiikkenmis bir diploidin genom orijini veya bir
DD sitotipine sahip olan 6rneklenmemis diploid yapidir. Ludwigia ovalis ve Ludwigia
palustris arasinda ¢ift yonlii melezleme ve ardindan ¢oklu ploidi yoluyla ortaya ¢ikmis
olabilir.(Kuo-Hsiang, Barbara A. Schaal2,7, Tsai-Wen Hsu3, Yu-Chung, Chiang4 ,
Ching-1 Peng5 & Tzen-Yuh Chiang) (Bibi vd,2011), 5.37 uM NAA ile 4.42 uM BA
iceren Murashige and skoog (MS) ortaminda kiiltiirlenen yaprak eksplantlarindan
meydana gelen somatik embriyojenik bitkiler iiretti. Kallus eksplant basina en fazla 10
siirglin ve ardindan koklenme elde ettiler. Bitki 6zlerinin antibakteriyel aktivitelerini de
kontrol ettiler. Benzer sekilde ( Joshi ve digerleri 2013), yaprak ve govde
eksplantlarinda kallus indiiksiyonunu optimize ederek 0.5 mg /L BA + 03 mg / L
NAA, 0.5 mg / L BA ve 0.75 mg / L BA ile desteklenmis ortamda yeniden
kiiltiirlendikten sonra yaprak eksplantindan maksimum 6.0 siirgiin ve govde
eksplantindan 8.0 siirgiin elde etmislerdir. Daha sonra 0.5 mg / L IBA ile
zenginlestirilmis  besiyerinde koklenme ve ardindan iklime adaptasyonunu

saglamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu calisma igin materyal olarak Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula izmirden
almarak kullanilmistir. Vejetatif olarak cogaltilmis bu bitkinin rizomlar1 in vitro

¢ogaltim icin kullanilacaktir.

3.1.2. Besin Ortam ve Doku Kiiltiirii Kosullar:

Bu ¢alismada MS (Murashige & Skoog,1962) mineral tuz ve vitaminleri kullanilmustir.
Besi ortami1 hazirlamak i¢in %0,65 agar ile katilastirilan kati ortam olarak kullanilmistir.
Ortam hazirlanmasinda dH,0 ve siikroz kullanilmigtir. Hazirlanan ortamlarin pH’s1 IN
NaOH veya 1N HCI kullanilarak 5,6-5,8 olarak ayarlanmistir. Daha sonra 1,2 atmosfer
basing altinda 121 °C’de 15 dk otoklavda tutularak sterilizasyon saglanmistir. Kiiltiirler
Beyaz 1sik altinda veya LED 15181 altinda 16 saat 1s1k fotoperiyotta 24+1 °C de
bekletilmistir.

3.1.3. Bitkilerin Yiizey Sterilizasyonu

Bitki yiizey sterilizasyonunda ilk olarak bitkilerin {izerindeki yabanci atiklari
uzaklastirmak i¢in bitkiler 15 dakika akan ¢esme suyu altinda bekletildi. Daha sonra
caligmalarda en iyi sonug verecek dezenfektan HQCI, ile sterilizasyon ¢alismalar
baslatildi. Ardindan steril saf su ile iigcer kez bes dakika bitkilere durulama islemi

gergeklestirildi.

3.1.4. Eksplant izolasyonu ve Kiiltiirii

Yiizey sterilizasyonu tamamlandiktan sonra yumrular MS ortaminda bekletileceklerdir.
In vitro kosullarda ¢imlenmenin saglandigi fidelerden farkli eksplantlar (yaprak, nod,
govde) izole edilerek mikrogogaltim i¢in kiiltiire alindi. Eksplantlar farkli oranlarda

biiyiime diizenleyicileri (BAP, TDZ, Kinetin ) bulunduran besin ortamlarina
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yerlestirileceklerdir. Bu ¢aligmalarin sonucunda en kisa siirede en yiiksek rejenerasyon

orani belirlendi.

3.1.5. In Vitro Koklendirme ve Bitki Adaptasyonu

Rejenerasyon ¢alismalarinin sonucunda olusan siirgiinler kesilip steril magentalar
icindeki farkli oranda oksin olan IBA bulunduran besin ortamlarina alinarak koklenme
siireci takip edilmistir. Daha sonra rejenere olan siirgiinlerin {izerindeki besin ortami
¢esme suyu ile bitkileri yipratmadan uzaklastirildi. Bitkiler ¢gesme suyu iginde 15 dk
bekletilmistir. Ardindan dis kosullara adaptasyon i¢in akvaryum ortamina aktarilmistir.
Akvaryum tabanina 4-5 cm yiiksekliginde dere kumu yerlestirilmis olup, 24°C sicaklik
ayarli termostat (Tetratec HT-100, 100W) ve 16 saat beyaz floresan (Roxin RX-500
12W) aydinlatma kullanilmigtir.

3.1.6. In vitro Cogaltilms Bitkilerin Veri Alimu.

Farkli konsantrasyonlardaki hormonlar ile islem gérmiis eksplantlar 15 hafta boyunca
besi ortaminda kiiltiire alindiktan sonra siirgiin rejenerasyon yiizdesi kok/ kallus
olusumu, eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ve eksplant siirgiin uzunlugu

parametreleri alinmistir.

3.1.7. istatistik Analiz

Kurulan denemeler, 3 tekerriir halinde cam tiipler, magenta veya petrilerden
olusmaktadir. Elde edilen veriler “SPSS 20 for Windows’’ programi vasitasiyla
varyans analizine bagh kalinarak, ortamlar1 karsilastirmak amaciyla Duncan (DMRT)
testi kullanilmugtir. Istatistik analizinden once yiizde degerler arcsin degerlerine

¢evrilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Aragtirma da yiizey sterilizasyonunda olduk¢a zorlanilip ve birka¢ kez farkli denemeler
kurularak gii¢ bir sekilde basariya ulasilmigtir. Gratiola viscidula ve Ludwigia ovalis
bitkilerinden alinan siirgiin ucu, 1.nod/bogum eksplantlar1 0.25 mgL, 0.50 mg/L,

1.0 mg/L, 2.0 mg/L ve 3.0 mg/L konsantrasyonlarinda BAP, TDZ VE KIN eklenerek

rejenerasyonlar1 gozlemlenmistir.

4.1. Farkh Konsantrasyonlarda Kullanilan BAP Hormonunun Gratiola

viscidula’nin Siirgiin Ucu ve Yaprak Eksplantinda Rejenerasyon Calismast

Steril bitkilerden alinan siirgiin ucu ve yaprak eksplantlar1 6nceden hazirlanmig 0.5
mg/ml, 1.0 mg/L, 2.0 mg/L, 3.0 mg/L ve 4.0 mg/L BAP iceren MS ortamlarinda kiiltiire
alinmugtir. Kiiltiire alinan eksplantlar beyaz floresan 1s13ma kaldirilmustir. ilk denemenin
gozlemleri sonucunda 5.giinlin sonunda tiim perilerde eksplant kaynakli maya-mantar
olusumu gozlemlenmistir. Bu kontaminasyonlarin nedeninin endojenik bakteriler

oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 3. Gratiola viscidula’nin 2.0 mg/L BAP igerigindeki kontaminasyonu
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2.Denemede Gratiola viscidula bitkisi i¢in gerekli MS ortami hazirlanip farkli BAP
konsantrasyonlarini1 degistirilerek 0.25 mg/L, 0.50mg/L, 1.0mg/L, 2.0 mg/L olacak
sekilde cam petrilerde bitki eksplant ekimi i¢in hazir hale getirilmistir.

Ekim i¢in Gratiola viscidulanin siirgiin ucu ve bogum eksplantlart kullanildi. Bu
denemeler her bir konsantrasyon i¢in 3 tekerriir halinde gergeklestirilmistir. Kiiltiire
alinan Orneklerin bir kismi beyaz bir kismi ise yesil 151k altinda bekletilmistir.7 giin
sonunda gozlemlenen petrilerde eksplant kaynakli kontaminasyonlarin varlig1 tespit
edilmistir. 3.Denemede Gratiola viscidula bitkisi sterilizasyona uygun olmadigi igin
yiizey sterilizasyon c¢alismas1 baslatilmistir. ilk olarak sterilizasyon yapilacagi laminar
flow kabinde 15 dk UV agilarak beklenmistir. Daha sonra bitkinin tiimii gii¢lii bir
dezenfektan olan %0.01 mg/L HgCl; ile farkli siirelerde (5dk, 10dk ve 20dk) muamele
edilmistir. %0.01 mg/L HgCl, 5 dakika muamelesinden sonra 3’er kez 5’ er dakika
dH,O ile durulama yapilmistir. %0.01 mg/L HgCl, 10 dakika boyunca manyetik
karistirict ile karistirilarak muamelesi saglanmistir. Daha sonra 3’er kez 10 dakika
olacak sekilde durulama islemi yapilmistir. %0.01 mg/L HgCl; ile bitkilerin 20 dk
muamelesi saglanmistir. 20 dakika sonunda 3’er kez 20 ser dakika olmak iizere
durulama islemi yapilmistir. Daha sonra durulanan ve sterilizasyonu tamamlanan
bitkiler steril petriye alinarak koklerinden ayrilarak dallanmis yapi haline getirilmistir.
Koklerinden ayrilan bitkiler steril beher igerisine alinir. Steril behere 100 mg/L dH,0 ve
1000 ul HgCl; eklenir ve bu ilk 6rnekler 5 dk boyunca 200 rpm de manyetik
kanistiriciyla karistirilir. 5 dk sonunda baska bir behere HgCly’li su akitilir. Siiziilen
bitkilerin tizerine 200 ml dH,O eklenerek 5 dakika daha 200 rpm de karigtirilmistir.
Durulamanin  ardindan su  siiziilir. Ilk 5 dakikalik sterilizasyon asamasi
tamamlandiginda artik eksplantlar ekim i¢in hazir hale getirilmistir. Sterilizasyonu
tamamlanan bitkiden siirglin ucu ve nod kisimlar1 alinarak cam tiiplere egik bir sekilde
koyularak kiiltiire alinmistir. Hazirlanan cam tilipler beyaz 151k altina gozlemlenmek
lizere birakilmistir.Sterilizasyonun ikinci agamasinda %0.01 mg/LHQCI; ile 10 dakika
muamelesinden sonra 3’er kez 10° ar dakika dH,O ile durulama yapilmstir. Ugiincii
asamada ise %0.01 mg/L HgCl; ile bitkilerin 20 dk muamelesi saglanmistir. 20 dakika
sonunda 3’er kez 20 ser dakika olmak iizere durulama islemi yapilmistir. Sterilizasyon
asamasindan sonra bitkiler tekrar dH,O ile 200 rpm de yavasga karistirildiktan sonra
stiziilme islemine ge¢ilmistir.Farkli siirelerde sterilizasyona ugramis bitkiler ekim igin
hazir hale getirilmistir. Her bir farkli siireye gore 20 adet cam tiipler igine siirgiin ucu ve

bogum eksplantlarinin ekimi yapilmistir. Kiiltiire alinan bitkiler iklim odasinda beyaz
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151k altinda gozlemlenmeye birakilmistir.12 giin sonunda alinan verilere gore 5 dakika
sterilizasyona tabi tutulan Gratiola viscidula bitkisinden 20 cam tiip i¢inden 8 adet steril
ve canli eksplant oldugu gozlemlenmistir. 10 dakika sterilizasyona maruz kalan
eksplantlardan ise 20 tiip i¢inde 13 adet steril ve canli eksplant 6rnegi bulunmaktadir.
20 dakika sterilizasyonundan sonra ise steril ve canli kalabilen eksplant sayis1 6 adet
oldugu gozlemlenmistir. Verilerin analizi sonucu sterilizasyon ihtimalini artirmak igin
stire denemelerine 7 dakika muamele siiresi ilave edilmistir. Eksplantlarin %0.01 mg/L
HgCl, ile 7 dakika muamelesinden sonra 3’er kez 7’ser dakika dH,O ile durulama islemi
yapilmigtir. Durulanan eksplantlar siizme isleminden sonra tekrar 200 ml dH,O ile 200
rpm de manyetik karistirici da karistirilmistir. Daha sonra tekrar slizme iglemi yapilarak
ekim i¢in hazir hale getirilmistir. Siirgiin ucu ve bogum kisimlar1 48 adet cam tiipte
hazirlanmis MS ortaminda kiiltiire alimmistir. Kiiltiirler beyaz 1s18a kaldirilmistir. 8 giin
sonunda calisilan 48 adet petrinin hepsinde kontaminasyon goriilmistiir.
Kontaminasyonlarin ~ sebebi  endojenik  bakteri  varliindan  kaynaklandigi
diisiniilmektedir. Yeni yapilacak sterilizasyon calismasi igin bitkilerin %0.01 mg/L
HgCl; ile 10 dakika muamelesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu asama sirasiyla durulama ve
kiiltire alma seklinde ilerlemistir.33 adet steril cam tiip igine kiiltiire alinan eksplantlar
beyaz 151k altinda gozleme birakilmistir. 6 giin sonunda 33 tane ekim yapilan tiiplerin
hepsinde kontaminasyon varligi tespit edilmistir. Kontaminasyon tiim tiiplerde
goriildiigii igin sterilizasyon siiresini artirmaya ihtiya¢ duyulmustur. Ilerleyen calismalar
icin 21 adet cam tiipler igin 15 dakika ve 20 dakika olmak iizere dezenfektan ile
muamele siireleri belirlenmistir. Tiim sterilizasyon basamaklari tekrar baglamistir ve her
bir siireye goreye %0.01 mg/ml HgCl; ile ayr1 ayr1 muameleleri bagladi.7 dakika ve 20
dakikalik sterilizasyon sonrasi eksplantlarin siirglin ucu ve nod/bogum kisimlart kiiltiire
alinmistir. Beyaz 151k altinda gézleme birakilmistir. 18 giin sonunda alinan verilere gore
7 dakika sterilizasyon c¢alismasinin ekSplantlarinin tiimiiniin steril ve canli oldugu
goriilmiistiir. 20 dakika %0.01 mg/L HgCl, ile muamale goren eksplantlar da ise 18 adet
steril ve canli eskplant 6rnekleri goriilmustiir. Sterilizasyon islemi tamamlanan Gratiola
viscidula beyaz 151k altinda 12 hafta biiylimeye birakildi.12 hafta sonunda 20 dakika ve
10 dakika %0.01 mg/L HgCIl, muamele goren eksplantlarin biiyiime ve gelismesinin
gozlemlendigi ve sterilizasyon isleminin basarili bir sekilde saglandig1 goriilmektedir.

Biiylimekte olan bitkicikler deneme kurmak i¢in hazir hale getirilmistir.



26

4.1.2. Farkh Konsantrasyonlarda Kullamlan BAP Hormonunun Ludwigia ovalis’in
Siirgiin Ucu ve Yaprak Eksplantinda Rejenerasyon Calismast

Ludwigia ovalis bitkisi sterilizasyona uygun olmadigi igin yiizey sterilizasyon
calismasina ihtiya¢ duyulmustur. Bitkinin tiimii giiglii bir dezenfektan olan %0.01 mg/L
HQCl, ile farkli siirelerde (5dk, 10dk, 15dk ve 20 dk ) muamele edilir. %0.01 mg/L
HgCl, 5 dakika muamelesinden sonra 3’er kez 5’er dakika dH,O ile durulama
yapilmistir. Daha sonra cam tiiplere ekimi yapilmistir. %0.01 mg/L HgCl, 10 dakika
boyunca manyetik karistirici ile karigtirillarak muamelesi saglanmistir. Daha sonra 3’er
kez 10 dakika olacak sekilde durulama islemi yapilmistir. Seri bir sekilde hazirlanmig
MS ortamli cam tiiplere ekimi yapilmistir. Su bitkisi ile ¢alistigimiz i¢cin kurumamasina
ve hasar gérmemesine dikkat edilmistir. Yine aymi sekilde %0.01 mg/L HgCl; ile
bitkilerin 15 dk muamelesi saglanmistir. 15 dakika sonunda 3’er kez 15 er dakika olmak
tizere durulama islemi yapilmistir. Daha sonra durulanan bitkiler steril petriye alinarak
koklerinden ayrilir ve siirgtinleri belirli hale getirilir. Koklerinden ayrilan bitkiler steril
beher igerisine alinmustir. Steril behere 100 mg/L dH,O ve 1000 ul HgCl; eklenir ve bu
ilk ornekler 5 dk boyunca 200 rpm de manyetik karistiriciyla karigtirilmistir.5 dk
sonunda baska bir behere HgCl,’lii su akitilir. Siiziilen bitkilerin tizerine 200 ml dH,0
eklenir ve 5 dakika daha 200 rpm de kanstirilmigtir.3.durulamanin ardindan su
stiziiliirek ilk 5 dakikalik sterilizasyon asamasi tamamlandiginda ekim igin eksplantlar
hazir hale getirilmistir. Sterilizasyonu tamamlanan bitkiden siirgiin ucu ve nod kisimlari
aliarak cam tiiplere egik bir sekilde koyularak kiiltiire alinmistir. Hazirlanan cam tiipler
beyaz 151k altina gozlemlenmek tiizere birakilmistir.%0.01 mg/L HgCl, 10 dakika
boyunca manyetik karistirici ile karistirilarak muamelesi saglanmistir. Daha sonra 3’er
kez 10 dakika olacak sekilde durulama islemi yapilmistir. Aymi sekilde %0.01 mg/L
HgCl; ile bitkiler 15 dakika muamelesi saglanmistir.15 dakika sonunda 3’er kez 15’er
dakika olmak tizere durulama islemi yapilmistir. Daha sonra durulanan bitkiler steril
petriye aliarak cam tiiplere siirgiin ucu ve bogum eksplantlarinin ekimi yapilmistir.
Son sterilizasyon basamagi olarak da %0.01 mg/L HgCl, ile 20 dakika boyunca
L.ovalis muamele edilir ve 3’er kez 20 ser dakika durulama islemi yapilmistir. Daha
sonra sterilazasyonu biten ve siiziilen eksplantlar cam tiiplere kiiltiire alinmistr. Ve
beyaz 151k altinda bekletilmistir. 9 hafta sonunda en iyi rejenerasyon 10 dakikalik %0.01
mg/ml HgCl; ile muamele goren eksplantlarda goriilmiistir. Biiyime ve gelisme

gbzlemlenen bitkilerde sterilizasyon islemi basariyla saglanmistir.



27

4.1.3. Gratiola viscidula Bitkisinin Farkhh Konsantrasyonlardaki Hormon
Denemeleri

Gratiola viscidula i¢in 0.25 mg/L,0.50 mg/L,1.0 mg/L,2.0 mg/L,3.0 mg/L oranlarinda
BAP hormonu kullanilarak MS ortaminda 3 tekerriire sahip 15 adet cam petriye steril
olan bitkiden alian siirgiin ucu ve bogum eksplantlar1 ekim yapilarak beyaz 151k altina
10 hafta rejenerasyon igi birakilmistir. Ayni zamanda 0.25 mg/L,0.50 mg/L,1.0 mg/L,2.0
mg/L, 3.0 mg/L oranlarinda KIN eklenerek hazirlanan MS ortamina siirgiin ucu ve
bogum eksplantlariin ekimi yapilmistir. 12 hafta boyunca beyaz 1s1k altinda
rejenerasyonu gozlemlenmistir.Bu bitki i¢in kullanilan bir diger hormon ise 0.25
mg/L,0.50 mg/L,1.0 mg/L, 2.0 mg/L,3.0mg/L oranlarinda kullanilan TDZ hormonudur.
G.viscidula i¢in toplamda 5 oranda 3 farkli hormon ve 3 tekerriir sayisiyla 45 adet
petriye ekim yapilip beyaz 1sik altina morfolojik degisimleri ve rejenerasyonu igin
gozlemlenmeye birakilmistir. Denemelerde 2 hafta icinde denemelerde bir degisiklik
yokken 5 hafta sonrasinda belirgin bir sekilde siirgiin vermeye baslamistir. 12 hafta
sonunda rejenerasyonu saglanmis bitkiler elde edilmistir. Kiiltliir sonrasi veriler

hesaplanarak istatistik analizi ile sonuglanmustir.

Cizelge 4.0. Farkli siirelerde uygulanan civa kloriiriin sterilizasyon ve eksplantlar tizerine gelisim etkisi

Muamele
%0.01
HgCl, Siirgiin ucu Eksplantlar Bogum
Siire Bulasik Steril ve oOlen | Steril ve saglam | Bulasik Steril ve Steril ve
orani(%) eksplant oran1% | eksplant orani1% 0 dlen saglam
orani(%) eksplant eksplant
orani% oran1%
5dk 100 0 0 100 0 0
7dk 86 0 13 75 10 15
10dk 70 5 40 10 90 0
15dk 58 6 35 15 0 82
20dk 18 35 46 8 86 25
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Cizelge 4.1.Farkli BAP konsantrasyonun Gratiola viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyon ¢aligmasina
ait varyans analizi.

Siirgiin Rejenerasyon Yiizdesi Kallus Olusumu Yiizdesi
VK SD (%) (%)
KO F KO F
BAP 4 2958,333 1,578* 2958,333 1,578*
Hata 10 1875,00 - 1875,00 -
Genel Toplam 14 - - - -
Eksplant basina siirgiin sayisi Siirgiin Uzunlugu
VK SD (adet) (cm)
KO F KO F
BAP 4 956,923 3,555** 6,531 10,568**
Hata 10 269,189 - 0,618 -
Genel Toplam 14 - - - -

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir **p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli BAP konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyon orani, eksplant basina

slirgilin sayis1 ve siirgiin uzunlugu istatistik analizine goére dnemsiz bulunmustur. Duncan

testinin gostegesi ise Cizelge 4.2, ‘de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli BAP konsantrasyonun Gratiola viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyonu

Siirgiin Kallus Eksplant Siirgiin

BAP Rejenerasyon Olusumu basina siirgiin Uzunlugu
(mg/L) Jenerasy Yiizdesi § 8 g
Yiizdesi (%) (%) sayisli (adet) (cm)
0,25 100,00a 100,00a 21,73ab 3,61a
0,50 66,67ab 66,67ab 16,30b 1,66bc
1,00 100,00a 100,00a 51,50a 2,95ab
2,00 33,33ab 33,33ab 2,58b 0,19¢c
3,00 41,67ab 41,67ab 22,40ab 0,57¢c

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir **p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Bap hormon konsantrasynunda en verimli siirglin rejenerasyonu kallus olusumu 0.25

mg/L BAP VE 1.0 mg/L BAP oranlarinda 6nemli diizeyde goriilmitistiir.
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Sekil:4 1.0 mg/L BAP 1.Tekerriir Denemesi

Sekil:4 de goriildiigii gibi ¢oklu siirgiin yapis1 gozlemlenmistir.

Sekil 5: 1.0 mg/L 1.0 BAP 2.Tekerriir Denemesi
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Sekil 6: 0.25 mg/L BAP 1.Tekerriir Denemesi

Sekil 6’ da goriildiigii tizere siirgiin uzunlugu en fazla 10 cm’e kadar uzanan Gratiola
viscidula morfolojik olarak son siirecini tamamlamis ve biiylimesinin iist seviyesine

ulagmustir.
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Cizelge 4.3. Farkli KIN konsantrasyonun G.viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyon ¢aligmasina ait

varyans analizi.

Siirgiin Rejenerasyon Yiizdesi

Kallus Olusumu Yiizdesi

VK SD (%) (%)
KO F KO F
KIN 4 2333,333 1,167* 2666,667 2,000*
Hata 10 2000,000 - 1333,333 -
Genel Toplam 14 - - - -
Eksplant basina siirgiin sayisi Siirgiin Uzunlugu
VK SD (adet) (cm)
KO F KO F
KIN 4 321,182 0,847%% 1,367 1,368*
Hata 10 379,197 - 0,999 -
Genel Toplam 14 - - - -

*p<0,05 diizeyinde onemlidir

% 9nemsizdir.

Cizelge 4.3 de goriildiigii gibi farkli KIN oranlar siirgiin rejenerasyon yiizdesini ,kallus

olusturma oranini ve siirglin uzunlugunu analize gore 6nemli bulunmugtur. Fakat

eksplant basina siirglin sayisi ise onemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.4.Farkli KIN Konsantrasyonun G.viscidula Bitkisinin Siirgiin Rejenerasyonu

Kallus

KIN _Siirgiin Olusumu EkSprlnt" Siirgiil}
(mg/L) Re‘j‘ene rc:isyon Yiizdesi basina siirgiin Uzunlugu
Yiizdesi (%) (%) sayis1 (adet) (cm)
0,25 66,67ab 100,00a 27,63 1,29ab
0,50 100,00a 100,00a 27,07 2,25a
1,00 100,00a 100,00a 28,73 2,22a
2,00 66,67ab 66,67ab 31,47 1,49ab
3,00 33,33ab 33,33ab 5,90 0,65ab

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

% dnemsizdir.
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Alman verilerde KIN hormonu ile kurulan denemelerde en iyi rejenerasyon yetenegi ve
stirglin sayisinin fazlaliligt 0.50 mg/L ve 1 mg/L KIN konsantrasyonlarinda meydana

gelmistir. Eksplant basina diisen siirgiin sayis1 miktar1 oldukga fazladir.

Sekil :7 0.50 mg/L KIN 1. Tekerriir Deneme

Sekil 8: 1.0 mg/L KIN 1.Tekerriir Deneme
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Cizelge 4.5.Farkli TDZ konsantrasyonun G.viscidula bitkisinin siirgiin rejenerasyon ¢aligmasina ait
varyans analizi.

Siirgiin Rejenerasyon Yiizdesi Kallus Olusumu Yiizdesi
VK SD (%) (%)
KO F KO F
TDZ 4 2333,333 1,436* 2333,333 1,436*
Hata 10 1625,000 - 1625,000 -
Genel Toplam 14 - - - -
Eksplant basina siirgiin sayisi Siirgiin Uzunlugu
VK SD (adet) (cm)
KO F KO F
TDZ 4 938,454 1,086* 1,423 4,997**
Hata 10 863,875 - 0,291 -

Genel Toplam 14 - - - -

*p<0,05 diizeyinde onemlidir **p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.5 de goriildiigii lizere farkli TDZ konsantrasyonlarinda siirglin rejenerasyon
orani ve kallus olusumu yiizdesi p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu analiz hesabina gore
kayit edilmistir.Eksplant bagina silirglin sayisi bu analiz hesabina gore Onemli

goriiliirken siirgiin uzunlugu analizlerde 6nemsiz kabul edilmistir.

Cizelge 4.6.Farkli TDZ Konsantrasyonun G.viscudula Bitkisinin Siirgiin Rejenerasyonu

Kallus

Siirgiin Eksplant Siirgiin

(;;)/ZL) Rejene%gsyon (2(1:;32;:1 baslnapsiirgiin Uzunglugu
Yiizdesi (%) (%) sayisli (adet) (cm)
0,25 100,00a 100,00a 49,57a 2,07a
0,50 100,00a 100,00a 57,30a 0,97b
1,00 66,67ab 66,67ab 22,13ab 0,32b
2,00 66,67ab 66,67ab 15,87ab 0,94b
3,00 33,33b 33,33b 31,73ab 0,47b

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir **p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

TDZ verilerinde en iyi rejenere olan konsantrasyon 0.25 mg/L TDZ ve 0.50 mg/L TDZ

olarak belirlenmistir.
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Sekil 9 : 0.25 mg/L TDZ 1.Tekerriir Deneme

Sekil 9’da goriildigii lizere c¢oklu siirglin yapisinin  gozlemlendigi 0.25mg/L
konsantrasyonu oldukga dallanmis yapidadir. Eksplant basina diisen siirgiin sayisinin
fazlaca oldugu bu oran en iyi verime sahiptir. Kinetin fotosentezi yiiksek oranda
saglayan bir biiyiime diizenleyici oldugundan dolay1 bu bitkinin oksijen miktar1 oldukca
fazladir. G.viscidula’min siirgiin rejenerasyonu ayni zamanda kallus olusumunu da
destekleyen kinetin, hedeflenmis genleri aktif hale getirerek rejenerasyonu da

hizlandirmstir.
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Sekil 10 : 0.50 mg/L TDZ 1.Tekerrlir Deneme

Tim tekerriirlerinde %100 oranin1 veren TDZ rejenerasyonu ve biiyiimeyi olumlu
yonde etkilemektedir. Siirgiinlerin kisa kalmasinin nedeninin, TDZ’nin siirgiin
uzamasin1 dormansiye maruz birakmasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir. TDZ
tarafindan ge¢ siirgiin olusumu ve TDZ’nin baskilayici etkisi daha oOnce, Cercis
canadensis (Yusnita ve digerleri 1990) ve Hibiscus rosa-sinensis L. (Preece ve digerleri
1987) bitkilerinde kaydetmislerdir. (Malik ve Saxena , 1992), Bezelye bitkisi i¢in
yiksek TDZ konsantrasyonlarinin siirglin rejenerasyonunu azalttifint ve bodur

stirgiinler olusturdugunu bildirmislerdir.
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Ludwugia ovalis bitkisinin sterilizasyonu basariyla ger¢eklesmesine ragmen tim
denemelerde kontamine gozlemlendigi icin ¢aligmalar1 yapilamamistir. Bu tiir

durumlarda endojenik bakterilerin varligindan s6z edilmektedir.

Sekil 12: L.ovalis’in 1.0 mg/L BAP ortaminda siirgiin u¢ ve bogum kontaminasyonu
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Sekil.13: L.ovalis bitkisinin 3.0 mg/L KIN denemesinde bogum eksplantinda bakteriyel kontaminasyonu
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5. in Vitro Koklendirme

5.1. Farkl IBA,NAA, IAA Oranlarinin Kok Olusumuna Etkisi

Siirgiin rejenerasyonu denemelerinden elde edilen G.viscidula siirgiinleri koklendirme
i¢in 0,25, 0,50, 0,75 ve 1,00 mg/L ayr1 ayr1 IBA, NAA, TAA igeren MS ortamlarina
almmistir. Bir hafta i¢inde siirgilinlerin alt kisminda kok uglart goriillmeye baslanirken,
iki hafta i¢inde IBA VE NAA igeren tiim ortamlarda %100 koklendirme saglanmaistir.

Dort hafta sonra siirgiinler alinip adaptasyon ¢alismalari i¢in kullanilmistir.

5.1.2.Akvaryum Kosullarda Bitkilerin Adaptasyonu

Rejenere olan kokli siirgiinlerin dis kosullara adaptasyonu icin ¢esme suyu (Cl: 0,5
ppm, pH: 8,5) igeren akvaryum ortamina aktarilmistir. Akvaryumlarda bir hafta icinde
bitkilerin boylarinda ve yapraklarinda belirgin sekilde uzama ve gelismeler
kaydedilmigtir. In vitro rejenere olan bitkiler akvaryumda iklim oda kosullarinda

biiylime ve gelismede herhangi olumsuz etki gostermeden devam etmislerdir.
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6.TARTISMA

Tiirkiye’de akvaryum bitkileri genelde yurt disindan ithal edilmektedir. Bu yolla
tilkemiz Onemli derecede doviz kaybina ugramaktadir. G.viscidula da Tiirkiye’de
akvaryumlarda kullanilan 6nemli bitkilerden birisidir ve c¢esitli yollardan tilkemize
getirilmesi onemli olgiide mali zararlara neden olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda doku
kiltirti ile bitki ¢ogalttmi yapilarak optimizasyonu amaglanmistir. Her bitki
eksplantinin  yiizeysel olarak maya, mantar ve diger mikroorganizmalardan
temizlenebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi farklidir.
Bu nedenle en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi ¢ok
onemli olup, eksplantin yiizey sterilizasyonu i¢in etkili ve diisiik dezenfektan dozunun
belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla kullanilan piyasada bulunan sodyum hipoklorit,
hidrojen peroksit, civa klorlir, giimiis nitrat gibi bir¢cok dezenfektanlar vardir. Bu
caligmada, in vitro kosullarda mikrocogaltim igin bitkilerin yiizey sterilizasyonu
saglamak amaciyla sabit oranda ve farkli siirelerde (5, 7, 10, 15 ve 20dk) HgCl,
denenmistir. En iyi sonu¢ %0.01 HgCl, ile 5dk ve 10 dk muamele sonucu elde
edilmistir. Benzer sekilde (Shekhawat vd, 2016). Alternanthera philoxeroides’in bogum
eksplantlarin1 HgCl, 4-5 dakika sterilizasyona tabi tutmustur. Benzer sekilde Gratiola
tiirlerinin in vitro rejenerasyon ¢alismalarinda, HgCl,'nin %0,01 konsantrasyonunda ana
sterilizasyon maddesi olarak kullanildigin1 ortaya koymaktadir (Showkat vd, 2010), (
(Vijayakumar vd, 2010), (Mohan vd,2011), (Kumari vd,2014), (Jain vd,2013),
(Subashri ve Pillai 2014). Sonuglar Kumari ve digerleri ile uyumludur. Ayni
yontemlerle (Cmar vd, 2013), Hygrophila polysperma bitkisinde HgCl, ile
sterilizasyonu saglandiktan sonra, siirgiin ucu, birinci koltukalti meristemi ve yaprak
eksplantlar1 BAP, TDZ, Kinetin ve IBA’nin farkli oran ve kombinasyonlarinda kiiltiire
almiglardir. Kati1 ortamlardaki denemelerde endojenik bakteri kontaminasyonunu
engellemek amaciyla 500 mg/L bakteriyostatik antibiyotigi olan Amoklavin de besin
ortamina ilave ederek basarili bir sterilizasyon calismasi yapmuslardir. (Chalenko vd,
2017), A. reineckii’nin yiizey sterilizasyonu i¢in bitki pargalarmi % 0.1 civa (II) kloriir
cozeltisinde (1, 2 ve 3 dk) bekleterek yiizey sterilizasyonunu basarmiglardir. Benzer
sekilde (Sowmya Kuppusomy, 2019), Eucalyptus bitkisinde % 0.1 HgCI2 ve rifampisin
(1 mg /L) ile muamele edilen eksplantlarin hayatta kalma oraninda 6nemli farkliliklar
oldugunu gostermistir. Buna karsin (Taylor vd, 1998), Piper methysticum bitkisinde

HgCl; ve rifampisin kullanildigi halde endojen bulasikligin 6niine gegilemedigini rapor
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etmiglerdir. (Himisha Dixit ve Ajay Thakur 2017 ), Bacopa monnieri bitkisine ait
bogum eksplantlarinin sterilizasyonunda % 0.01 ve % 0.1 HgCl, kullanmislardir.
Eksplantlarin  HgCly'ye duyarli oldugu, bu nedenle siyaha dondigini ve
konsantrasyonlardan herhangi birinde (% 0.01 ve % 0.1) 10 dakika muamele
edildiginde oldiigiini rapor etmislerdir. Benzer sekilde (Zulkarnain vd, 2019) Elaeis
guineensis bitkisinin sterilizasyon ¢alismasinda kullanilan HgCl, ile 10 ve 15
dakikalardaki muamelesinden sonra yiiksek kontaminasyona ve bitkide hasara sebep
oldugunu rapor etmislerdir. HgCl, yapilan sterilizasyon calismalarindaki bu farklilarin
sebebi degisen bitki tiirleri ve uygulanan konsantrasyon dozlari ile ilgili oldugu
distiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda Gratiola viscidula’nin in vitro ¢ogaltim ¢aligsmalari i¢in siirgiin ucu
ve bogum eksplantlar1 tercih edilmistir. Bogum eksplantlar1 meristematik bolgeleri
icerdikleri i¢in (Jackson ve Hobbs, 1990) in vitro rejenerasyon calismalarinda tercih
etmislerdir. Benzer sekilde, doku kiiltiirii caligmalarinda bogum eksplantlarinin
kullanim1 Annona muricata (Abubacker ve Deepalakshmi, 2017). Rotala rotundifolia
(Buch-Ham. ex Roxb), ( Dogan, 2017), Vernonia amygdalina delile (Mei-Yin ve Sani,
2017), Clerodendrum inerme (Farooq vd, 2018) gibi bir¢cok bitki tirii i¢in
bildirmislerdir. In vitro ¢ogaltim i¢in siirgiin ucu, ve bogum eksplantlar1 kat1 kiltiir
ortamina alinmustir. Benzer sekilde Hgrophila difformis (Oztiirk, 2008), Mentha viridis
(Raja ve Arockiasamy, 2008), Rotala macrandra (Sumlu, 2009), Stevia rebaudiana
(Janarthanam vd, 2009), Vitex negundo (Islam vd, 2009), Marsdenia brunoniana
(Ugraiah vd, 2010), Bacopa monnieri (Karatas vd, 2013), Rotala rotundifolia
(Ciftgioglu, 2013) bitkilerinin in vitro rejenerasyonu i¢in kati ortamlart kullanmiglardir.
Kati ve sivi MS ortamlar1 kiyaslandiginda her iki kiiltlir ortamindan siirgiin
rejenerasyonu elde edilirken kati ortamlarda sivi ortamlara gore daha erken siirgiin
olusumu gozlenmistir. (Sumlu, 2009), Rotala macandra’nin birinci ve ikinci nodal
eksplantlarinin oldugu s1vi MS ortaminda siirgilin rejenarasyonun olmadigini gérmiistiir.
(Dogan, 2013), caligmalarinda ise sivi ortamlardaki siirgiin rejenerasyonunun kati
ortamlara oranla daha erken basladigini rapor etmistir. (Dandin ve Murthy, 2012) ve
(Karatas vd, 2013) ‘de Bacopa monnieri bitkisinin bogum arast ve yaprak
eksplantlarinda siirgiin rejenerasyon oranina bakildiginda hem kati hem de siv1 ortamda
kullanilan tim eksplantlarda ve igerdigi hormonlarda ¢ok yiiksek oranda siirglin
rejenerasyonu kaydetmislerdir. Alocasia amazonica (Jo vd, 2008), Bacopa monnieri

(Praveen vd, 2009) ve Nothapodytes mimmonia (Dandin ve Murthy, 2012) bitkilerinde
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kat1 ortamin sivi ortama gore daha fazla siirgiin rejenerasyonu olusturdugu tespit
etmiglerdir. Buna karsin, (Shahzad vd, 2011), sivi BAP ortaminin kat1 ortama oranla
daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ise kat1
ortamda en fazla siirgiin 0,40 mg/L kinetin i¢eren ortamda goriiliirken sivi ortamda en
fazla silirgiinler 0,10 mg/L BAP iceren ortamda siirgiin ucu eksplantinda
kaydetmislerdir. Eksplantlar kiyaslandiginda siirgiin ucu, yaprak ve birinci koltukalti
eksplantlar1 farkl sitokinin (BAP, TDZ ve KINETIN) ile oksin (IBA) igeren ortamlarda
kiiltiire alinmustir. Tiim eksplantlarda ¢oklu siirgiin olusumu kaydedilmistir. Mentha
viridis (Raja ve Arockiasamy, 2008), Stevia rebaudiana (Janarthanam vd, 2009), Vitex
negundo (Islam vd, 2009) ve Marsdenia brunoniana (Ugraiah vd, 2010) bitkilerinde
slirglin ucu eksplantlarindan ¢oklu siirgiin olusumunu elde etmislerdir. En iyi siirgiin
rejenerasyonunu sirasiyla siirglin ucu, birinci koltukaltt meristem ve Yyaprak
eksplantinda saptamiglardir. Bunun sebebi ise siirgiin ucu eksplantinda daha fazla geng
ve hizli boliinebilen hiicrelerin bulunmasidir. G.viscidula’nin bogum ve siirgiin ucu
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu igin kiiltiir ortamlarina farkli konsantrasyonlarda
BAP, TDZ ve KIN hormonlari eklenerek ¢oklu siirgiinlerin olusumlari basariyla
kaydedilmistir. Her {i¢ hormonun kullanildig1 kiiltir denemelerinde de genel olarak
yiikksek sayida siirgiin rejenerasyon yiizdeleri elde edilmistir. BAP’1 tek igeren kiiltiir
ortaminda, en fazla eksplant basina siirglin sayisi sirasiyla 52, 37, 60, 77 adet ile 1,0
mg/L BAP igeren MS ortaminda elde edilmistir. Ayn1 sekilde (Gnanaraj vd, 2011), A.
Sessilis’in siirglin meristem eksplantlarini 1.0 mg/L BAP igeren ortamda maksimum
sayida kaydetmislerdir. Benzer sekilde (Dogan, 2019 ) siirglin ucu eksplantlarini 0.25,
0.50 ve 0.75 mg / L BAP iceren MS ortaminda beyaz floresan 11k altinda kiiltiire
birakmistir. Bu calisma sonucunda maximum siirglin rejenerasyonu 88.89'dan 0.25
mg/L BAP ortaminda elde ettigini rapor etmistir. Benzer sekilde tek basina BAP, BA-
NAA'ya kiyasla daha fazla siirgiin indiikledi, bu durumu (Aasim vd, 2015) rapor
etmislerdir. Benzer sekilde, (MeiYin ve Sani 2017) BAP’li kiiltiir ortaminda V.
amygdalina’nin in vitro ¢ogaltimini ¢alismig ve daha yiiksek siirgiin sayilarint BAP’in
yiiksek konsantrasyonlarini igeren kiiltiir ortamlarinda elde etmislerdir. Buna karsin,
(Sharma vd, 2007) B.monnieri’nin in vitro ¢ogaltimi i¢in yurittigi ¢alismada, BAP
dozlarindaki artisin eksplantlarin rejenerasyon kabiliyetleri iizerinde negatif bir etki
yaptigin1 bildirmislerdir. Bu ¢alismada BAP’in tek kullaniminda konsantrasyon
yiikseldik¢e kontaminasyonun arttigi, siirgiin rejenerasyonun %2100 den % O lara

distiigiinii, strgiin uzunlugunun ise 0.25, 0.50 ve 1,0 mg/L BAP ihtiva eden MS
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ortamlarinda kaydedildigini gostermistir.Bu sonuglar bize hormonlarin etkilerinin bitki
tiirliine gore degisebilecegini gostermistir.

KIN’i tek igeren kiiltiir ortaminda, en fazla eksplant basina siirgiin sayisi sirasiyla 35,
32, 39, 26 adet ile 1,0 mg/L KIN ve 48, 14, 36, 63 adet ile 0.50mg/L KIN igeren MS
ortaminda elde edilmistir. Benzer sekilde ( Dogan,2016) Pogostemon erectus bitkisinin
siirglin ucu ve nodal segment eksplantlarinin eksplant basina ortalama siirglin sayisi
sirasiyla 3.87-22.61 ve 2.50-24.44 olarak kaydetmistir. MS {izerinde eksplant basina
maksimum siirgiin sayist1 1.00 mg/L KIN ihtiva eden MS ortaminda coklu siirgiin
sayilarinin elde edildigini rapor etmistir. Farkli KIN ve KIN+IAA igeren Kkiiltiir
ortamlarinda siirgiin ucu ve bogum eksplantlar1 kiiltiire alinmistir. Sadece KIN igceren
ortam kendi i¢inde kiyaslandiginda, en fazla sayida rejenere siirgiinler 0,50 mg/L KIN
ilave edilmis kiiltiir ortaminda, ardindan ise 7,16 adet ile 0,25 mg/L KIN eklenmis
kiiltiir ortaminda elde edilmistir. KIN+IAA kiiltlir ortamlar1 kiyaslandiginda, maksimum
eksplant basina siirgiin sayist (6,55 adet) 0,25 mg/L KIN + 0,25 mg/L IAA eklenmis
MS besin ortaminda elde edilmistir. Bu sonuglardan ¢ikarim yapilacagi gibi MS besin
ortaminda kullanilan KIN orani arttik¢a, siirgiin sayisi azalis gostermistir. Benzer
sekilde, (Abu-Romman vd, 2015) Cucumis sativus’un sirgiin ucu ve bogum
eksplantlarin1 farkli KIN (0,5-3,0 mg/L) eklenmis kiiltiir ortaminda aktarmig ve en
yiiksek siirgiin sayilarini 1,0 mg/L KIN’1i kiiltiir ortaminda elde etmislerdir. Buna karsin
(Sivanesan ve Park 2015) Withania somnifera (L.) bitkisinin gévde eksplantlarini in
vitro Uretimi i¢in 0,1-3,0 mg/L KIN igeren kiiltiir ortaminda kiiltiire almis ve yiiksek
stirgiin sayilarint KIN eklenmis kiiltiir ortamlarinda belirlemiglerdir. Ayrica yiiriitiilen
calismada KIN iceren kiiltiir ortamlarinda herhangi bir kallus olusumu tespit
edilmemistir. Buna karsin, (Foo vd, 2018) Solanum melongena bitkisinin bogum
eksplantlarint BAP+KIN ihtiva eden besin ortaminda kiiltiire almis ve KIN varliginda
kallus olusumlarini raporlamiglardir. Bu sonuclar hormonlarin etkilerinin bitki tiirlerine
gore degisebilecegini gostermistir.

TDZ’I tek igeren kiiltiir ortaminda, en fazla eksplant basina siirgiin sayisi sirasiyla 37,
53, 62, 98 adet ile 0.25 mg/L TDZ ve 63, 52, 74, 91 adet ile 0.50 mg/L TDZ igeren MS
ortamlarinda elde edilmistir. Benzer sekilde, TDZ’li kiiltiir ortamlarinda Spartina
alterniflora (Wang vd, 2003), B. monnieri (Praveen vd, 2009) ve Ipomoea aquatica
(Akaracharanya vd, 2001) gibi sucul bitkilerin doku kiiltiirii ile basarili {iretimini
raporlamiglardir. (Prajapati vd, 2019) Piper longum’un in vitro iiretimi i¢in yiirittigi

calismada en yiiksek sayida siirgiinleri 0,25 mg/L. TDZ igeren kiiltiir ortaminda elde
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etmiglerdir. Bu ¢alismalar TDZ'nin G.viscidula igin ¢oklu siirgiin rejenerasyonu igin
etkili ve verimli bir biiyiime diizenleyicisi oldugunu gostermistir. TDZ’nin yliksek
konsantrasyonlarindaki siirgiin rejenerasyon yiizdesinin azalmasinin, eksplant basina
diisen siirglin sayisinin da dogru orantili bir sekilde azalmasmin ve siirgiinlerin kisa
kalmasimin nedeninin, TDZ’nin siirgiin uzamasint dormansiye maruz birakmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Kiiltiir ortamlarinda tiretilen rejenere G.viscidula siirgiinleri farkli oranlarda (0,25- 0,50
-0,75 ve 1,00 mg/L) IAA, IBA ve NAA iceren MS besin ortamlarinda basariyla
koklendirilmistir. Diger bitkilerde de IBA kullanilarak kolayca koklendirmenin
gerceklestigi rapor edilmistir (Tiwari ve Singh 2001), (Sharma vd, 2010), (Karatas vd,
2013). 0,25 mg/L oksin hormonlarini igeren Kkiiltiir ortamlarinda daha iyi kok
olusumlarin1 gostermislerdir. Kok olusturma 6zelligi bakimmndan IAA hormonu,
NAA’ya gore daha etkili bulunmustur. Benzer sekilde, Piper betle L. (Elahi vd, 2017)
ve Paeonia suffruticosa (Shang vd, 2017) bitkilerinde de IAA hormonu ile basarili kok
olusumlarini raporlamislardir. Benzer sekilde H.polisperma bitkisinde T. Anderson
cogaltma ortaminda kiiltliirlenen bazi rejenere siirgiinlerde kok indiiksiyonu
gozlemlemistir. Siirglinleri kok olusumu igin 0.25-1.00 mg/L TAA igeren MS bazal
ortamina aktarmis ve 4 haftalik gézlem sonucunda % 100 kdklenme elde edildigini
rapor etmistir. Benzer sekilde, (Chalenko ve Cherednichenko 2017) A. reineckii’nin
rejenere siirgiinlerini in vitro kok olusumu igin 0.25 mg/L TAA igeren kiiltiir ortamina
aktarmiglardir. Dort hafta sonra yogun kok olusumu tespit edildigini rapor etmislerdir.
Mevcut ¢alismamizda, koklendirme ortamlarinda koklendirilen G.viscidula bitkisi dis
kosullara basariyla alistirllmistir. Sucul bitkilerin toprak subsratinda kolayca bitki
olusturabildigi bulunmustur (Tiwari ve Singh, 2001; Sharma vd, 2010). Bununla
birlikte, (Oztiirk vd, 2002) Ludwigia repens’in akvaryumda basarili bir sekilde
adaptasyonunu saglamislardir. Bir baska calismada koklendirilmis bitkilerin ¢gesme suyu
igeren akvaryumda basariyla adaptasyonu saglanmistir. N. indica (Jenks vd, 2000), R.
Macrandra (Sumlu, 2009), A. sessilis (Gnanaraj vd, 2011), V. anagallis-aquatica
(Shahzad vd, 2011), C. wendtii ve C. beckettii (Stanly vd, 2011), B. monnieri (Banerjee
ve Shrivastava, 2012:47) gibi c¢alisilan tiirlerin de akvaryumlarda basariyla
adaptasyonunu gerceklestirmislerdir. (Oztiirk vd, 2002) ve (Karatas vd, 2013) in vitro
olarak elde edilen rejenere bitkilerin suda veya akvaryumlarda ortama aligmasinin

oldukga 6nemli bir adim oldugu bildirilmislerdir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

7.1. Sonuclar

Sucul bir bitki olan Gratiola viscidula kirilgan bir tiir oldugu igin seleksiyona
ugrama ihtimali oldukga yliksektir. Bundan 6tiirii verimi artirmaya ¢alistirilmigtir.
Arastirmamizda bitki doku kiiltiirii teknigi ile bitkinin siirgiin ucu ve bogum
eksplantlar1 alinarak farkli hormonlarin (BAP, TDZ, KIN) farkli konsantrasyonlar
(0,25mg/L, 0,50mg/L, 1.0mg/L, 2.0mg/L, 3.0mg/L) MS besi ortamlarina aktarilarak
sonuclanmistir. Cam tiip icindeki eksplantlarda 3 hafta gibi bir zamanda kallus
olusumunun ardindan siirglin yapilart goriilmeye baglamigtir. Besi ortamindaki
eksplantlar 12 haftaya kadar bekletilmistir. 5 farkli oran ve 3 farkli hormon arasindaki
en iyi segenek BAP’1n diisiik konsantrasyonlar1 (0.25 mg/L ve 0.50 mg/L) ve KIN’in
(0.50 mg/L ve 1.00 mg/L) konsantrasyonlaridir. TDZ hormonu daha geg¢ yanit verirken
BAP ve KIN hormonlarinin cevabi daha hizlidir ve en yiiksek verim alinmustir.
Tezimdeki ¢aligmalardan elde edilen fikirler olduk¢a 6nemlidir. Bilimin essiz diinyasina
da fayda saglayacagi diisiiniilmektedir. Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula bitkileri
kullanim agisindan zengin bir bitki olma 6zelligi ile yiikksek verim ve biyomas tiretimi
icin ekonomik bir bitkidir. Atik sulardaki agir metalleri absorbe etmesi, hayvan yemi,
silaj preparasyonunda kullanilmasi bu bitkileri ayricalikli kilar ve in vitro kosullarda
tiretimi saglanarak siis bitkisi, teraryum bitkisi olarak kullanilmaktadir. Ayrica
yaralardaki enfeksiyonu noétralize etme gorevi ile potasyum agisindan zengin olan
yapraklarinin kullanilmas1 Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula’nin biyoteknolojik
alanda c¢esitliligini gosterir. Bu calismada Ludwigia ovalis ve Gratiola viscidula
bitkilerinin, in vitro kosullarda optimizasyonu saglanarak korunma hedeflenmistir.
7.1.2. Oneriler
Aragtirmalarimiza gore, bu tez kapsaminda kullanilan Gratiola viscidula bitkisinin doku
kiltiirii 1le ¢ogaltim1 konusunda ¢ok az bir ¢alisma bulunmustur. Yaptigimiz ¢alismalar,
Gratiola viscidula nin in vitro kosullarda doku kiiltirii yontemleriyle hizli ve ¢oklu
tiretiminin yapilabilecegini gostermistir. Ayrica doku kiiltiirii teknikleri ile yapilan bu
calisma, bu bitkiyle yapilacak gen aktarim c¢aligsmalar1 ve sekonder metabolit iiretimi
gibi ¢alismalara yardimci olacak niteliktedir. Akvaryumlarda siis bitkisi olarak ticareti
yapilan Gratiola viscidula‘nin doku kiiltiiriiyle goklu iiretilmesi, akvaryum bitkileri

tireticilerine 6nemli katki saglayabilir.
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G.viscidula su ortaminda bulunan agir metalleri absorbe etme yetenegi yiiksek bir bitki

oldugundan fitoremediasyon ve biyoindikator amaciyla da kullanilabilmektedir.
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