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Protein yoniinden oldukca zengin olan Lemna minor L. bitkisi Tiirkiye’de bol miktarda
bulunmakta, ekolojik olarak su kirliliginin ortadan kaldirilmasinda ve akvakiiltiirde ortam
dengesinin korunmasinda ¢ok dnemli rol oynamaktadir. Bu g¢aligmada bu bitkinin Gegici
Daldirma Sistem Biyoreaktdr ile in vitro ¢ogaltiminin yapilmasi ve kullanilmig bitki biiytime
diizenleyicilerin bitkinin protein miktarina etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amacla
Bitki farkli oranlarda BAP, kinetin ve TDZ igeren sekerli ve sekersiz sivi MS ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. Mikrogogaltim igin yapilan denemeler 8 saat karanlikta ve 16 saat beyaz
floresan 15181 (150 p mol photons m?s” ) fotoperiyot altinda ve 24+1°C sicaklikta
gerceklestirilmistir. En fazla bitki ¢cogaltim1 0,2 mg/l BAP igeren sekersiz sivi MS ortaminda
pH 7.23 te goriilmiistiir. Bu ortamda eksplant bagina 50.44 adet bitki kaydedilmistir. Ayrica
0,05 mg/1 kinetin igeren s1tvi MS ortaminda eksplant bagina diisen bitki sayis1 en fazla 57,823
adet ve 0.6 mg/l TDZ igeren sivi MS ortaminda eksplant bagina diisen bitki sayisi en fazla
50,74 adet hesaplanmistir. Kjeldahl Yontemi ile yapilan azot tayini ¢alismalar1 sonucunda
bitkinin protein degeri %25,5 olarak tespit edilmistir. Hormon uygulamasi sonucunda ise 0,5
mg/l BAP ile bitkideki protein oraninin %29,18” e ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu tezdeki ¢aligma
amacina ulasmis ve bitki biliyiime diizenleyicilerin gecici daldirma sistem biyoreaktorleriyle

cogaltimin bitki protein miktarina olumlu yonde etkileri belirlenmistir.
2010, 47 Sayfa

Anahtar Kelimeler: In vitro, gecici daldirma sistem biyoreaktér, Lemna minor L.,

mikrogcogaltim.



ABSTRACT

Master Thesis

Zehra YENICE

MICROPROPAGATION OF COMMON DUCKWEED (Lemna Minor L.) PLANTS USING
TEMPORARY IMMERSION SYSTEM BIOREACTORS.

Ankara University

Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. H.Hiiseyin
ATAR

Lemna minor L. rich in protein, found in large quantities in Turkey that help in reducing water
pollution and play an important role in maintaining balance in aquaculture. This study reports
role of Temporary immersion Bioreactors in micropropagation of this plant and effects of
plant growth regulators on protein concentration in the plants. With this objective different
variant of media with and without sucrose, varying pH and concentrations of BAP, kinetin,
TDZ in medium were analyzed. These studies were carried out at 8 h dark and 16 h light
photoperiod (150 p mol photons m™s” ) at 24+1°C. Maximum plant regeneration was
obtained using 0.2 mg/l BAP in liquid MS medium without sucrose at pH 7.23. This medium
regenerated 50.44 plants per explant. At the same time liquid MS medium containing 0.05
mg/l kinetin and 0.6 mg/l TDZ regenerated 57,823 and 50,74 plants per explant respectively.
Protein measurement using Kjeldahl method showed 25.5% protein in the plant that increased
to 29.18% using 0.5 mg/l BAP using hormone applications. It was concluded that the aim of
the study in this thesis were fulfilled and positive effects of temporary immersion system

bioreactors on plant multiplication were found.

2010, 47 pages
Key words: In vitro, Temporary immersion system bioreactors, Lemna minor L,

micropropagation
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SIMGELER DiZiNi

Bu calismada kullaniimis bazi simge ve kisaltmalar, acgiklamalari ile birlikte
asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

ng Mikrogram

ABA Absisik asit

BA Benzil adenin

BAP 6 Benzilaminopurin
cm, mm Santimetre, Milimetre
CS Camasir suyu

dk Dakika

G Gram

GA; Giberellik asit

GDS Gegici daldirma sistem
H,0, Hidrojen peroksit
H2S04 Siilfiirik asit

HCI Hidroklorikasit

IAA Indol asetik asit

IBA Indol 3 butirik asit
KIN Kinetin

1, pul Litre, mikro litre

Mg Miligram

Ml mili litre

MS Murashige and Skoog bazal ortam
N Normal

NAA Naftalin asetik asit
NaOCl Sodyum hipoklorit
NaOCl Sodyum hipokloriir
NaOH Sodyum hidroksit

NH; Amonyak

NH4 Amonyum

ppm Plant preservation mixture (Bitki koruma karigimi)
rpm Dakikada devrim

SD Serbestlik derecesi

sn Saniye

TDZ Thidiazuron (1 Phenyl 3-(1,2,3-thidiazol 5yL) urea)
VK Varyasyon kaynaklar1
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1.GIRIS:

Akvatik ortamin asil iireticileri olan su bitkileri bir hiicreliden c¢ok hiicreliye kadar cesitli
sekilleri olan ve klorofil igeren canlilardir. Birincil {ireticiler olan bu bitkiler suda bulunan
karbondioksiti ve 151k enerjisini kullanarak fotosentez yapmaktadir ve sucul ortamin besin
zincirinin ilk halkas1 olarak bitkisel kaynaklar1 olusturmaktadirlar (Cirik vd 2000, Ozturk
2008).

1.1 Su Bitkilerinin Sucul Ortamdaki Onemleri

Sucul bitkiler tasidiklart klorofil sayesinde fotosentez olayr ile organik madde
tiretmektedirler. Fotosentez aktivitesi ile suyun oksijenazyonunu da saglamaktadir. Su

kirliliginin biyolojik yontemlerle saptanmasinda belirleyicilerdir.

Sucul ekosistemde organik pargalanma biyolojik dongii acisindan 6nem tasimaktadirlar.
Organik parcalanma olayindan aerob bakteri ve mantarlar i¢in gerekli olan oksijen temini su
bitkileri tarafindan saglanmakta ve dolayli olarak da bitkiler, organik atiklarin par¢alanmasi

acisindan akvatik ortamda 6nem tasimaktadirlar (Dalay vd 2001).

Su bitkileri aym1 zamanda patojen bakterilerin ortamdan uzaklastirilmalarinda rol
oynamaktadirlar. Patojen bakteriler bilindigi gibi asidik ortami tercih etmekte ve bitkisel

organizmalar ise ortami baziklestirdigi i¢in bakterilerin uzaklagmasini saglamaktadir.

Sanayi atik sularinda genis bir biliylime potansiyeline sahip olup ve indikator bitkiler
olmasindan o6tiirli fitoremediasyon ve biyoakiimiilasyon amaglh kullanilmaktadir (Wang ve
Freemark 1995, Jain vd 1990, Hammouda vd 1995). Su bitkileri ortamin kimyasal yapisini da
etkilemektedir. Ornegin su bitkilerinin suyun sertliginin azalmasina neden olmasi gibi elodea
ve benzeri bazi su bitkileri sudaki kireci alarak suyu yumusatmaktadirlar. Bu sayede sert
sulara toleransi olmayan su canlilari i¢in uygun ortam olusturmaktadir. Bu bitkiler suda eriyik

halde olan karbonatin ¢okmesine neden olarak suyun sertligini azaltmaktadirlar.

Sucul ortamdaki bitkisel organizmalar giines 151gmin ulasabildigi kiyilarda ve derinligin az
oldugu kisimlarda daha yogun bulunmaktadir. Makrofitler 6zellikle kiy1 zonunda dagilim
gostermektedir. Bu yoreler balik ve diger canlilarin iireme alanlarini olusturmaktadir. Sazan
gibi ¢ogu balik yumurtalarini bitkilerin tizerine birakmay1 tercih eder ve yumurtadan ¢ikan
lavralar i¢in bitkiler korunma ve beslenme alanidir. Bitkiler herbivor baliklarin gidasini

olusturmaktadir.



Su bitkileri akvatik tabani da etkilemektedirler ve biiyliyen kok ve govdelerin yardimiyla
dalgalarin su tabanina olan etkisini yok ederek taban materyalinin siiriiklenmesini 6nlemekte

ve bir¢ok bentik canlinin yapigma alanini da olusturmaktadirlar.
1.2 Tath Su Bitkilerinin Simiflandirilmasi
Tatli su bitkileri yasam alanlarina gore 3 gruba ayrilmaktadir.

Hidrofit topluluklar: Tamamen sucul ortamlara adapte olmus bitkilerdir. Bitkinin kok gévde
ve yapraklar1 tamamiyla su igersinde gomiilii halde bulunmaktadir. Genelde akarsularda ve
durgun sularda yasayan bitki topluluklaridir. Akarsularda yasayanlara Ornek olarak
Ranunculus ve Fontinalis tirlerini verebiliriz. Potamogeton, Sagittaria, Elodea, Nymphaea vb

tiirleri ise durgun sularda yasayan hidrofitlerdir.

Amfibi topluluk: Tamami su igersinde olmayan bitki topluluklaridir. Ozellikle kurak
periyotlarda bitkinin bir kismi su disginda kalir. Goller ve sulak alanlarda kiyr zonunda,
menderes olusumu goriilen akarsularin kenarlarinda rastlanmaktadir.  Alisma, Equisetum,
Juncus vb. tirleri kiy1 ve batakliklarda yasayan amfibiklerdir. Polyganum vb.tiirleri ise

aliivyonlu topraklari tercih eden bitki topluluklaridir.

Helofit topluluk: Islak ve nemli ortamlarda yasamaya adapte olmus bitki topluluklart olup
genis alanlar1 kaplamaktadirlar ve batakliklarda baskin olarak bulunmaktadirlar. Phragmites,

Scirpus, Typha vb. tiirleri bu toplulugun bitkilerine 6rnek olarak verilebilmektedir.
1.3 Su Bitkilerinin Morfolojik ve Fiziksel Ozellikleri

Sucul bitkiler karada yasayanlar ile karsilagtirildiginda c¢esitli sitolojik, morfolojik ve
anatomik farkliliklar gostermektedir. Ayrica bu bitkilerin tireme sekilleri ve tiplerinin de
degistigi goriilmekte ve aym tiirde farklilasmalara rastlanmaktadir. Ornegin bitkinin su
seviyesine gore icinde veya disinda kalan kisimlarinda farkli tipte yaprak ve ¢icek goriilmekte
ve su seviyesinin degisimleri bitkide morfolojik degisimlere neden olmaktadir. Bu nedenle

bitkiyi tanimak zorlasmaktadir (Cirik vd 2001).

Cesitli su bitki tiirleri ile yasadiklar1 sucul ortam arasinda dogrudan iliski bulunmaktadir.
Ornegin Myriophyllaceae familyasi iiyeleri suya tamamen gdmiilmiis halde yasadiklar1 halde
su mercimekleri (Lemna tiirleri) suyun iizerinde kalmaktadirlar. Niliiferler (Nymphea tiirleri)
ise bir yandan rizom govde ve kokleri ile ¢camura tutunmakta, genis yapraklart ise su
ylzeyinde yiizmektedir. Su bitkileri yasadiklar1 ortama uyabilmek i¢in bazi morfolojik
degisiklikler gecirmektedirler. Kok, govde veya yapraklar bazen ince lam veya iplik sekline



doniisebilmekte ve cigekler ¢ok kiigiik olup yalnizca bir tek iireme organi icermektedir. iletim

kanallar1 karadaki cicekli bitkilere oranla azalmis olup daha az farklilasma gostermektedir.
1.4. Su Bitkilerinde Ureme

Sucul bitkiler ¢iceklenme ve dollenme yoniinden gercekten farklilagmalar gostermektedir.
Doéllenme suda olmakta ve polenler bu ortamdaki yayilmaya adapte olmaktadir. Polen su
icinde serbest hale gecerek, disi cicegin stigmasini bulana kadar su i¢inde gezinmektedir.
Doéllenmeden sonra meyve olusumu su i¢inde olusmaktadir. Cicekleri havada olan su
bitkilerinde dahi genellikle meyve su i¢inde gelismektedir. Meyveyi tasiyan dalciklar egilerek
gen¢ meyveyi su i¢ine yoneltmektedir. Sucul meyveler etlidir, tohumlari jellesme olusumu ile

acilmaktadir. Tohumlar su i¢inde veya iistiinde ylizmektedirler.

Generatif lireme her ne kadar bitkisel tiirlerin ¢esitliliginde énemli ise de eseysiz (Vejetatif)
tireme su bitkilerinde 6nemli rol oynamaktadir. Baz: tiirlerin vejetatif olarak liremesi ile asirt

cogalmasi genellikle insan aktivitesi sonucu ortamda degismeler oldugunu simgelemektedir.

Su bitkilerinde tireme spor, tomurcuklanma ve generatif olmak {izere ti¢ sekilde

gerceklesmektedir (Sekil 1.1- Cirik vd 2001).

Sekil 1.1: Akuatik bitkilerde {iremenin sematik gosterimi (Cirik vd, 2001)
1.4.1 Sporla Ureme

Bu iiremede bitkiden geliserek yeni bitkileri verme yeteneginde olan eseysiz hiicreler gorev

almaktadir ve bu hiicreler spor olarak adlandiriimaktadirlar.



Ekzosporlar  ile iireme: Alg ve  mantarlarda  goriilen  ireme  seklidir.
Endosporlar ile iireme: Ana bitkide ve bir viicut hiicresinin protoplastinin parcalara ayrilip
ana ceperden kagmasiyla ya da 6zellesmis ve sporongium adini alan hiicrelerin iginde olusan

sporlardir.
1.4.2 Tomurcuklanma ile Ureme

Bu iireme tipinde 6zel iireme hiicreleri yoktur. Basit hiicre boliimleri veya ana hiicreden
ayrilan bagimsiz bireyler halinde gelisebilen vejetatif yapilarla goriilen lireme tipidir ve ii¢

farkli sekilde gergeklesmektedir.
Ikiye béliinme yolu ile iireme: Diatome tiirleri

Cok hiicreye boéliinme seklindeki vejetatif iireme: Thallophytanin c¢esitli guruplarinda

rastlanmaktadir.

Tomurcuklanma yoluyla iireme: Ana hiicreden bogumlar olusarak yeni bireylerin meydana

geldigi tireme tipi olarak tanimlanmaktadir.

Uretken (Gemma) kistmlarin olusumu yoluyla iireme: Ciger otlar1 ve karayosunlarinda

goriilen lireme tipi olarak tanimlanmaktadir.
Sogancik(Bulbiil) denilen kistmlari ile iireme: Tohumlu bitkilerde goriilmektedir.

Rizom olusumu ile iireme: Rizom bir gévde metamorfozudur. Bu yolla bitki ¢ogalir. Cigekli

bitki gruplarinda rastlanmaktadir.

Sogan ile iireme: Sogan bir gdovde ve yaprak metamorfozudur. Daha ¢ok ¢enekliler olmak

tizere soganli bitki gruplarinda goriilmektedir.
1.4.3 Generatif Ureme

Ayni veya iki farkli bireyden olusan, esey bakimindan farkli iki lireme hiicresi veya
cekirdeginin birlesip gelismesi ile olan ilireme ¢esididir. Eseyli iiremede birlesen iireme
hiicrelerine gamet, birlesmeye dollenme, olusan hiicre ya da ¢ekirdege de zigot, gametleri
meydana getiren fertlere ise gametofit denmektedir. Eseyli lireme farkli bitki gruplarinda

cesitlilik gostermektedir (Cirik vd 2001).

Autogami: Bir ana hiicrenin protoplastindan olusan gametler hiicre i¢cinde gelismektedir ve bu

tireme tiirline diyatomelerde rastlanmaktadir.

Izogami: Birlesen gametler sekil ve biiyiiklik bakimindan benzer fakat fizyolojik olarak

birbirinden ayrilmaktadirlar.



1.5 Akvaryum Bitkileri Yetistirme Teknikleri

Akvaryum bitkilerinin yetistirme tekniklerinin basinda eseysel liretim gelmektedir. Vejetatif
yolla iirememis bir bitkinin ¢icegindeki polenler, bir firca ile diger bitkinin c¢igegine
taginabilmeketdir. Tohumlarin ¢imlendirilmesi yoluyla da iiretim yapilabilmektedir. Bu
yontem daha ¢ok vejetatif iiretimlerinde sorun bulunan bitkilerde uygulanmaktadir. Diger bir
iretim sekli ise eseysiz liretim seklinde gerceklestirilmektedir. Bunun i¢in bir¢ok ydntem
kullanilmaktadir. Bitkide olusan kiiciik filizler kesilerek tepe kismi yukariya gelecek sekilde
topraga dikilir ve yeni bitkiler elde edilmektedir. Baz1 bitkilerde rizom yeni bir yavru bitki
olusturmaktadir. Yavru zamanla siirgiin verir ve yeni bir bitki meydana getirmektedir. Bu

bitkiler birbirinden ayrilarak yeni bitki elde edilebilmektedir.

Bazi tiirlerde de bitkinin ¢icek sapinda kokli yavru bir bitki olusturmaktadir. Diger bir
yontemde, biliylime rizomu bulunan bitkilerin rizomlarinin kiiciik parcalar seklinde kesilip su
bulunan bir kaba yerlestirilmesi ve yeni bitkilerin elde edilmesidir. Bazi bitkilerde de yeni
bitki elde etmek icin yapraklar kullanilmaktadir. Kullanilan yontemlerden biri de, ana bitkinin
kesilerek iiretimidir. Bogum bolgesi bulunan bitkilerde bogum bdolgesinden kesim yapilarak
topraga dikilir ve yeni bireyler elde edilmektedir (Cirik vd 2001). Uygulanan tekniklerin yan1
sira akvaryum havalandirmasinin ve 151k seviyesinin yeterli olmasi ve 1sinin sabitlenmesi en
onemli etkenler arasinda bulunmaktadir. Bitkilerin ¢iiriiylip kopmalari, akvaryumda biiytik bir

kirlilige yol actig1 i¢cin vakum ve benzeri aletler ile tabanin temizlenmesi de gerekmektedir.

Akvaryuma ilk getirdiginde saglikli olan bitkiler bir siire sonra solmaya baglayabilir bu
ylizden akvaryum dengesi bitkiler i¢in uygun hale getirildikten sonra bitkiler dikilmelidir.
Diger bitkilerin havasiz kalmasini1 engellemek i¢in 61l yapraklari kesilir ve fazla uzayanlar da

budanmaktadir.

Karadaki benzerleri gibi su bitkilerinin de azot, fosfor ve potasyum gibi gereksinimleri vardir.
Bunlarin ¢ogunu sudan almakta ve bazi bitkiler ise sadece kokleri sayesinde

beslenmektedirler.

Bitkiler fotosenteze yardime1 olan klorofili iiretmek icin demire ihtiya¢ duymaktadirlar. Bakir
ve cinko gibi diger elementler ise pek ¢ok onemli metabolik siirecte vazgecilmez bir rol

oynamaktadirlar.

Karbondioksit, bitkilerin biiylimesini saglamaktadir. Karbondioksit dozaj sisteminin amaci,

karbondioksiti 5—12 miligram/litre seviyesinde tutmaktadirlar. Isik, her 4,55 litre’ye 3—5 watt



hizli bir biiylime saglar 12—16 saatlik bir 1siklandirma biiytimeyi hizlandirsa da bazi bitkiler

diisiik seviyede 1s1iklandirma istemektedir.

Is1, bitkiler i¢in 6nemli tasimaktadir. Tropikal bolgelerde yetisen su bitkileri i¢in ortalama
sicaklik seviyesi 24°C civarindadir. Bazi bitki tiirleri az 1s1kla yetinebilirken, hatta bazen az
15181 tercih ederlerken, bazilar ¢ok 1s1k gerekmektedirler. Bunlar genellikle hizli biiyiliyen
bitkilerdir. Biiylime hiziyla orantili olarak daha ¢ok karbondioksit ve diger bitki besinlerine

ihtiya¢ duymaktadirlar. Buna karsilik daha ¢ok da oksijen iiretmektedirler.
1.6 Akvaryum Bitkilerinde Cogaltim Yontemleri

Akvaryum bitkilerini ¢ogaltim yontemleri asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
Geleneksel yontemlerle cogaltim

Vejetatif ¢cogaltim: Bitkinin herhangi bir vejetatif organindan alinan 6rnek kalem, yaprak vb.
den c¢ogaltim yapilmaktadir. Su bitkisi ¢ogaltiminda bu yontem cok yaygin olarak
kullanilmaktadir. Vejetatif ¢ogaltim kolay, ucuz ve 6zel egitim gerektirmeyen yontemlerden
biridir.

Generatif ¢ogaltim: Bitki iizerinde gelisen tohum ya da spor kullanilmaktadir. Bu yontem
geleneksel olarak kullanilmaktadir. Ornegin Niliifer, Samolus ve Cyperus bitkilerinde tercih

edilen geleneksel bir yontemdir.
Biyoteknolojik yontemlerle ¢ogaltim

Mikrogogaltim ve Doku Kiiltiirii Yontemleriyle Cogaltim: In-vitro olarak laboratuar
kosullarinda bitkilerin iiretilmesidir. Kullanilan eksplantlar koltukalti meristemi, yaprak,

petiol, hipokotildir.

Tirkiye’de son yirmi bes yildan beri su fdiriinleri egitimi ile birlikte su {irtinleri
yetistiriciliginde Onemli gelismeler kaydedilmis ve iiretim artmis, ancak su bitkileri
konusunda yeterince gelisme saglanmamig olup su bitkilerinin yogun {liretimine yonelik
calismalar bulunmamaktadir. Uretim daha gok amatorce ve diisiik miktarlarda yapilmaktaydi
bu nedenle yapilan ¢aligsmalar dahilinde kisa zamanda daha verimli ve kontrollii {iretimin
yapildig1 farkli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden en 6nemlisi in-vitro liretimdir.
Doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak yapilan ¢ogaltim (mikro iiretim) giiniimiizde, diinyada

ozellikle siis bitkilerinin {iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.



1.7 In vitro Yontemler
1.7.1. Doku Kkiiltiir teknikleri

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku,
bitki veya bitkisel liriinlerin (metabolitler gibi) liretilmesidir. Yeni cesit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik varyans olusturmak doku kiiltiiriiniin temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Bu
nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme ¢aligmalarinda Onemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve cogaltilmast zor olan
tiirlerin tiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirti yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir(Babaoglu vd
2001 ). Bitki doku kiiltiirii islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem

bitki rejenerasyonu yani bitkinin hiicre, doku ve organlarindan klonlanmasidir.
Bitki doku kiiltiirleri tekniginin esas1 baslica ii¢ ana kisimdan olugsmaktadir:

1. Kiiltiirtin gelismesi icin gerekli organik ve inorganik maddeleri iceren steril bir gida

ortaminin hazirlanmasi,
2. Bakteri, mantar veya her ikisini tagiyan ve kiiltiire alinacak bitki par¢asinin (eksplant)
orijinini olusturan ana materyalin dezenfekte edilmesi,

3. Orijin bitkiden istenen eksplantin (meristem, anter, embriyo, yaprak ucu vb.) alinarak steril
gida ortamina, steril sartlarda konulmasi ve gelismesi ig¢in uygun c¢evre sartlarina

yerlestirilmesidir (Goniilsen 1987) .

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinin kullanim amaglarina gore birbirinden ayrilan degisik

uygulamalar1 vardir. Bunlar agagidaki gibi siralanmaktadir.
1.7.2 Organogenesis:

Organogenesis, hiicre ve dokulara baski uygulayip bazi degisikliklere sebep olunarak siirgiin
veya kok primordiyumu (taslagi) diye isimlendirilen tek kutuplu ve vaskiiler sistemi kdkenini
aldig1 dokuya bagli olan bir yapmin meydana gelmesine yol acan bir islem olarak
tanimlanmaktadir(Giirel ve Tiirker 2001). Bu uygulamalar sonunda dogrudan adventif siirgiin
ve kok olusumu gergeklesiyorsa direkt, kallus meydana geldikten sonra meristematik bir
merkez ve ardindan siirgiin ya da kok gelisiyorsa indirekt organogenesis olarak

adlandirilmaktadir.



1.7.3 Mikrocogaltim

Organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis veya olgunlagmasini tamamlamis somatik
hiicrelerden direkt (organogenesis veya somatik embriyogenesis) veya indirekt (kallus,
protoplast vb.) yollarla bitkilerin ¢ogaltilmasi ve koklendirilmesi islemine genel olarak
mikrogogaltim denilmektedir (Brown ve Thorpe, 1995). Mikrogogaltim bitkilerin ihtiyact
olan uygun besin maddeleri, hormon ve kiiltiir istekleri dogrultusunda gerceklestirilirse, doku
kiiltiir teknikleri igerisinde ¢ogaltim amaciyla yapilan uygulamalarda en avantajli yontemler
arasinda olarak kabul edilmektedir. Bu teknik sayesinde hastaliksiz bitki elde etmek
miimkiindiir. Somaklonal varyasyondan dolay1 cesitlilik artmaktadir ayrica tiretim diger
tekniklere gore daha kisa siirede ve daha az ana¢ bitki kullanilarak gergeklestirilmektedir (

babaoglu 2002).
1.7.4 Embriyogenesis

In-vitro kiiltiir sartlarin1 ve 6zellikle de bitki bliylime diizenleyicilerini ayarlayarak bir bitkinin
herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo elde edilmesi yontemi olarak
tanimlanmaktadir. Somatik ve zigotik embriyogenesis olmak lizere iki sekilde
gerceklestirilmekte ve somatik embriyolardan elde edilen bitkiler genetik olarak klon

olusturmaktadirlar(Bournman 1994).
1.7.5 Protoplast Kiiltiirii ve Somatik Melezleme

Protoplast hibridizasyonu veya somatik melezleme, pre-zigotik eseysel uyusmazliklar
nedeniyle, klasik melezleme ile elde edilemeyen hibritlerin elde edilmesinde kimyasal ve

fiziksel metotlar kullanilarak uygulanan bir tekniktir.
1.7.6 Haploid Bitki Uretimi

Mayoz boliinme gecirmis haploid sayida kromozoma sahip hiicrelerde (polen/mikrospor veya
megaspor) veya bu hiicreleri ihtiva eden bitki kisimlarinin (anter veya yumurtalik) doku
kiiltiirii yoluyla elde edilen hiicrelerinde veya rejenerantlarinda yapilan kromozom katlanmast
sonucu %100 homozigot bitkiler elde edilebilmektedir. Bu teknige in -vitro haploidi teknigi
denmektedir(Maheswari vd, 1995). Anter kiiltiirli, mikrospor kiiltlirii ve ovaryum Kkiiltiirii

olmak {iizere ii¢ sekilde teknigin uygulanmasi gerceklestirilmektedir.
Anter kiiltiirii

Mikrospor bulunduran anterlerin tomurcuklarindan ayrilip in-vitro olarak haploid

embriyolarin elde edilmesi islemidir.



Mikrospor kiiltiirii

Anterden izole edilen mikrosporlarin in-vitro kosullarda hazirlanmis 6zel besin ortamlarinda

gelistirilip, haploid embriyolarin elde edilmesi islemidir.
Oviil ve ovaryum kiiltiirii

Doéllenmis yumurta hiicrelerinin kiiltiire alinmasi ile haploid embriyolarin olusturulmasi

uygulamasidir.
1.7. 7. Meristem Kiiltiirii ve Viriissiiz Bitki Eldesi

Tiim apikal meristem veya buradan alinan kii¢iik embriyonik pargalar kiiltiire alinarak
uygulanan teknige meristem kiiltiirii denmektedir. Bu metotla iiretilen bitkiler genotipik ve

fenotipik olarak birbirine benzemektedir.

Apikal ve kok meristemlerinin in-vitro kosullarda kiiltiire alinmasi ile gerceklestirilen
yontemdir. Bu yoOntem, viriisten tamamen arindirilmis bitkiler elde edilmesini miimkiin
kilmaktadir. /n-vitro klonal ¢ogaltim ile en yiiksek genetik kararlilig1 elde etmek miimkiindiir.
Ayrica karantina uygulamalarma gore uluslararasi tagimada cogunlukla kabul edilen
kiiltiirlerden olmast bu teknigin tercih edilmesinde Onemli bir avantaj saglamaktadir

(Babaoglu 2002).
1.7.8 Germplazm Muhafazasi

Genetik materyalin sivi azot igerisinde ¢ok diisiik sicakliklara kadar kademeli olarak 1sinin
diisiiriilmesi ile uzun siireli muhafaza edilebilmesine olanak saglayan tekniktir (Brown ve

Thorpe, 1995).
1.8. Gegici Daldirma Sistem Biyoreaktor Kullanimi ile Doku Kiiltiirii

Uygulanan doku kiiltiirii tekniklerinde genellikle kati besin ortamlar1 kullanilmaktadir. Bu
calismalarda kati besin ortamina yerlestirilen eksplantlar, besin ortaminin katilagmasini
saglayan jellestirici ajanlarin varligindan Gtiirii kararmaya baslar ve bu nedenle periyodik
olarak 4-6 haftadan sonra yeni ortamlara aktarilmaktadir (Kito,1997). Bu aktarimlar sirasinda
materyalde kontaminasyon goriilme olasilig1 ¢ok yiiksektir. Jellestirici ajanlarin kullanildigi
kat1 besin ortamlarinda mikrogogaltim ¢alismalari, sivi besin ortaminda yapilan doku kiiltiir
caligmalar1 ile kiyaslandiginda kontaminasyon riski daha yiiksek ve daha maliyetli
uygulamalardir (Etienne ve Berthouly 2005). Bu nedenle oOzellikle ticari amagl
mikrogogaltim icin Kkatilagtirict ajanlarin  kullanilmadigr sivi  kiiltiir ortamlar1 tercih

edilmektedir. Sivi kiiltiir ortamlarinda bitki eksplantlarinin tiim yiizeyi ortamla temas



ettiginden besin ortamindaki bilesenleri daha iyi absorbe etmektedirler. Sivi kiiltiir
ortamlarinda kullanilan biyoreaktdlerin mikrocaogaltim calismalarinda kullanimi da bu
nedenle artmaktadir (Aitken ve Davies,1988). Siv1 kiiltiir ortamlarinin kullanildig1 biyoreakdr
sistemlerinde en ¢ok karsilasilan problem ise bitki materyalinin siirekli besin ortaminda
kalmasindan kaynaklanan hiperhidrisiti olaymnin goézlemlenmesidir. Bu nedenle son
zamanlarda gelistirilen ve bitkinin belirli araliklarla sivi ylizeyden uzaklasmasini miimkiin

kilan gecici daldirma sistem biyoreaktoler (Sekill.2) kullanilmaktadir.

Sekil 1.2 Gegici daldirma sistem biyorektoriin sematik goriiniimii

Gegici daldirma sistem biyoreaktorler ilk olarak Haris ve Mason (1983) tarafindan
gelistirilmis olup ilk basarili bitki rejanrasyonu sonuglari Solonum tuberesum ve Coffee

arabicani ‘nin somatik embriyolarindan elde edilmistir (Etienne and Berthouly, 2002).

Gegici daldirma sistem biyoreaktorlerin doku kiiltiir tekniklerinin uygulama alanlarindaki

avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir.
a)Uretim harcamalarinda masraflarda azalmaya neden olur, ekonomiktir.
b)Ticari kitlesel iiretime olanak sagladigi i¢cin zaman ve mekan yoniinden avantaj saglar.

c¢)Bu yontemde katilastirici madde olarak agar vd kullanilmamaktadir, bu nedenle

katilastirict maddelerle ilgili olusabilecek sorunlara rastlanmamaktadir.

Gegici daldirma sistem biyoreaktorlerde diger biyoreaktor sistemlerinden farkli olarak
eksplantla sivi besin ortaminin arasinda zaman zaman gegici temas saglayabilen bir ylizey
gelistirilmistir. Hava akimi ile ortam belirli zaman araliklarinda yukar1 dogru ¢ikarak bitkinin
gerekli besin maddeleri almasini saglamaktadir. Daldirma islemi siiresince hava akimi ve
besin ortami bitkiye niifiiz ederek materyale zarar vermeden dokulara gecmektedir. Gegici
daldirma sistem biyoreaktorler bu amagla somatik embriyogenesiz ve organogenesiz igin

uygun sistemler olarak kullanilmaktadir.
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1.9 Su Bitkilerinin Kullamim Alanlar
1.9.1 Su Kkirliliginin giderilmesinde filtrasyon amaciyla kullanimi

Dogal sularda cesitli etmenlerle kirlenmenin giderilmesinde bitkilerin kullanilmasi ¢alismasi
son yillarda giderek artmaktadir (Wang ve Freemark 1995). Endiistriyel atiklarla kirlenen
sularda agir metallerin uzaklastirilmasinda su bitkilerinden faydalanilmaktadir. Petrol ve
tirevlerinin dogal sular i¢in tehdit olusturdugu bilinmektedir. Petrol hidrokarbon kaynakli
kirliligin ortadan kaldirilmasinda su bitkilerinin filtrasyon amaciyla kullanilmasinin daha
ekonomik ve daha etkili sonuglart oldugu tespit edilmektedir. Ozellikle Lemnaceae tiirleri

biyolojik filtrasyon amagli kullanilan bitkilerin baginda gelmektedir.
1.9.2 Giibre ve hayvan yemi olarak kullanim

Kiimes hayvanlari, kiiclik ve biiyiik bas hayvanlar i¢cin yem ve giibre kaynagi olarak akuatik
bitkiler kullanilmaktadir. Kimyasal yapilarindan otiirii giibre olarak kullanimlar1 uygundur.
Bu bitkiler 6zellikle Lemna tiiriinde; protein miktarinin ¢ok yiiksek olmasindan 6tiirii iyi bir
giibre ve yem kaynagi olmaktadir. Akvaryum baliklarinda biiylime ve gelisme iizerine olumlu
etkileri yapilan caligmalarla saptanmustir. Icerdigi protein miktarindan otiirii akuakiiltiirde
balik yemleri ile birlikte kullanildiginda balik gelisiminde ve biiylimesinde 6nemli etkilere
sahip olmaktadir. Ayrica igerdigi azot nedeniyle giibre olarak degerlendirilebilen yenilenebilir
bir kaynaktir. Kiimes hayvanlarinda, domuzlarda ve biiyiik bas hayvanlarda besin kaynagi
olarak kullanimi da énemli bir yere sahip olmaktadir (Haustein vd 1990, Lenge 1990, Hang
1997).

1.9.3. Akvaryum siis bitkisi ve peyzaj amach kullanimi

Yaygin olarak kullannom alam1 akvaryumlardir. Akvaryumlarda siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir. Son yillarda bu alandaki ¢aligmalar ve ilgi oldukg¢a artmistir. Ayrica park

bahce diizenlenmelerinde niliifer gibi su bitkilerinin yeri vazgeg¢ilmezdir.

Akvaryum bitkileri gilizel goriiniimlerinin yani sira akvaryum ekosistemi i¢in olduk¢a dnem
tasimaktadir. Akvaryumda olusan azotlu atiklarin filtrasyon ile uzaklastirilmasinda ve
akvaryum i¢in fotosentez ile oksijen olusturulmasinda su bitkilerinin 6nemi ¢ok biiyiiktiir.
Diger yandan, akvaryum bitkileri kiiclik balik ve yavrularin saklanabilecegi bir ortam

olusturmaktadir (Alpbaz 1984).
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1.9.4 insan gidasi olarak kullaninm

Giliney Asya’da su kestanesinin yetistiriciligi yapilmaktadir. Cin’de su kestanesine benzer
emergent bir tiir olan Eleocharis dulcis sulak alanlarda, genelde piringle doniistimlii olarak
yetistirilmektedir. Diger su kestaneleri de (7rapa natans) Akdeniz bdlgesinde
yetistirilmektedir. 7. natans’in tuhaf ve dikenimsi meyvelerinin iginde biiyiik, etli tohumlar1
bulunmaktadir. Bunlar da yenilmekte, bu sebeple yetistiriciligi ve ticari olarak dagitimi
yapilmaktadir. Diinyanin farkli bdlgelerinde ¢esitli sucul bitkilerin taze yapraklar
tilkketilmektedir. ABD’de diizenli olarak tiiketilen ve salatalarda kullanilan sucul bitkilerin
birisi de su teresidir. Su teresinin hem yetistiriciligi yapilmakta, hem de dogadan fazla

miktarlarda toplanmaktadir.
1.9.5 Genetik miihendisligi ve byoteknoloji alaninda kullanim

Gilinlimiizde su bitkilerinin proteomik ve genomik arastirmalarda kullanimi giderek
artmaktadir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda bir¢ok tiirlin gen haritasi ¢ikarilarak tiim
genomonu saptanmaktadir. Kara bitkileri ile olan filogenetik akrabalik dereceleri ise
arastirmacilar icin énemli sonuglar ¢ikmaktadir. Ozellikle basit yapili Lemna tiirlerinin genom
haritasinin 2009 yilinda tamamlanmasi ile ileride yapilacak olan ¢aligmalar i¢in aydinlatici

nitelikte bldirlmistir (Mardonov vd, 2008).
1.910 Lemna minor L. ‘nin Su Bitkileri Icerisindeki Yeri ve Onemi

L. minor Arales takimmin Lemnaceae familyasinda yer alan, serbest yiizen veya su icine
batik durumda bulunan ¢ok kii¢iik basit yapili akuatik bitkidir (Giliner 1985). Lemna tiirleri
diinyanin her yerinde yerlesim gostermesine karsin yurdumuzda yer alan tiir ¢ogunlukla L.

minor ve L. gibba’dir (Davis 1984). Sekil 1.3’de Lemna tiirlerinin bazilar1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.3: Baz1 Lemna tiirleri: (A) L. minor, (B) L. gibba, (C) L. trisulca, (D) Spirodella
polyrhiza (Davis,1984).
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Monoik bitkiler olup nadiren dioik olarak bulunmaktadirlar. Farklilagmamis frond (tallus)
bulunduran bitki, basit yapili kok sistemi icermektedirler. Kok sisteminin esas gorevi bitkinin
ist kismini yukar1 dogru tutmaktir. Cicek durulman bir disi ve iki erkek ¢igekten ibaret olup,
ciplak ya da bir kin ile ¢evrilmektedir (Haslam vd 1975). Vejetatif tiremeleri yaprakc¢iklarin
koke "baglandig1 yere yakin olan en dar kisminin iki yaninda bulunan iki cepten
tomurcuklanmasi ile gerceklesmektedir. Her yaprakc¢ik c¢ok sayida disi tomurcuk
tiretebilmekte ve bir cepte bulunan disi tomurcuk digerinden daha ¢abuk gelismektedir. Disi
tomurcuklar annelerine bagli yeni birey olusturmaktadirlar. Tomurcugun daha ge¢ gelistigi
keseye minus denmekte ve ¢iceklenme oldugunda ¢igcek bu cepten agiga ¢ikmaktadir (Martin

vd 1978).

Vejetatif siirgilin gelisimine sahiplerdir ve eseyli lireme i¢in uygunlardir. Genel olarak 3—6 giin

arasinda c¢ok hizli bir sekilde biiytimektedirler (Vatta vd 1995).

Az 151kl ortamlarda iyi gelismekte, yiiksek 151k siddeti fotosentetik inaktivasyona sebep
olmaktadir (Orencik vd 1983). Lemna tiirleri igin en iyi gelisme sartlan ve tolerans sinirlart

Cizelge 1.1' de verilmektedir (Saygideger 1996).

Cizelgel.1: Lemna tiirleri i¢in en iyi gelisim sartlar1 ve tolerans sinirlar1 (saygideger

Cevre sartlan En iyi Gelisim Tolerans Sinirlar
pH 4,5-7,5 3,5-8,5

Sicaklik 20 -30°C 1-32°C

Isik Siddeti Sinirlayici degil Gentis tolerans sinir1

Ulkemizde oldukga bol bulunan bir tiirdiir. Tiirkiye floras1 kayitlarma gére L. minor Adana
ilinde ilk kez goriilmiis ve Adana ili C5 karesi i¢in yeni kayit olup daha sonra L.minor sekil

1.4 de gorildiugi tizere yayilis alanlari belirlenmistir.
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Sekil 1.4: L. minor ‘iin Tirkiye’deki yayilis alanlar1 (Saygideger 1996, degistirilerek)

Yenilebilen bir enerji kaynagidir, son yillarda tizerinde yapilan ¢alismalar hiz kazanmaktadir
ve onemi giderek artmaktadir. Protein yoniinden oldukca zengin bir bitkidir. Diger bazi
bitkilerle protein yoniinden karsilastirilirsa, Lemna protein miktar: bakimindan Soya'dan sonra

gelmektedir ve %24—45 oraninda protein ihtiva etmektedirler (Cizelge 1.2-Russof vd 1980, ve
Orron 1990).

Cizelge 1.2: Baz1 bitkilerde bulunan protein miktari

BiTKi ADI PROTEIN ORANI (%)
Soya 37
L. minor 24.4
Yonca 20
Bugday 14.5
Arpa 12
Misir 8.8

Icerdigi protein miktarindan &tiirii akuakiiltiirde balik yemleri ile birlikte kullanildiginda balik
gelisiminde ve biiyiimesinde onemli etkiler gostermektedir. Ayrica icerdigi azot nedeniyle
giibre olarak degerlendirilebilen yenilenebilir bir kaynaktir. Kiimes hayvanlarinda,
domuzlarda ve biiylik bas hayvanlarda besin kaynagi olarak kullanim1 da bitkiye 6nemli bir

ozellik kazandirmaktadir (Haustein vd 1990, Lenge 1990, Hang 1997).

Biyoteknolojik ¢alismalar kapsaminda L. minor bitkisi ile molekiiler diizeyde bir¢ok arastirma

yapilmistir.
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Bunlarin yani sira ekolojik olarak biiyiik 6neme sahiptir. Dogal sularda cesitli etmenlerle
kirlenmenin giderilmesinde bitkilerin kullanilmas1 ¢aligsmasi son yillarda giderek artmaktadir.
Sanayi atik sularinda genis bir biliylime potansiyeline sahip olup ve indikatér bir bitki
olmasindan &tiirii fitoremediasyon amagl kullanilan bitkilerin baginda gelmektedir (Wang ve

Freemark 1995).

Petrol ve tiirevleri dogal su alanlari icin tehdit olusturmaktadir. Bu durum insan ve hayvan
saglig i¢in de biiyiik risk olusturmaktadir. Petrol kirliliginin insan ve hayvan sagligi agisindan
en Onemli etkisi ise kimyasal kaynakli akciger iltihabidir. Daha seyrek goriilen etkileri
arasinda kalp- damar hastaliklari, akciger bobrek ve dalak damarlarinda ortaya ¢ikan sorunlar
sayilabilmektedir. Yapilan arastirmalar dogrultusunda petrol hidrokarbon kaynakli kirliligin
ortadan kaldirilmasinda L. minor’un etkili oldugu saptanmistir. L. minor tiirleri SO, ve H,S
gibi zehirli gazlardan kiikiirtii absorblayarak sistein ve diger kiikiirt iceren aminoasitleri
sentezlemektedirler (Memon 2008). Ayrica; ¢ok yiiksek oranda minerale ve metiyonin, lisin

gibi esansiyal aminoasitlere sahiptirler.

L. minor proteomik ve geneomik arastirmalarda da kullanilan bir bitkidir. Yapilan ¢alismalar
ile yiiksek protein ihtiva etmesinden otiirii rekombinant terdpatik proteinlerin iiretimi igin
gelistirilmektedir. Lemna Expresion System (LEX); transgenik bitkilerin hizli bir sekilde
klonal biiylimesine, rekombinant proteinlerin salinimina, yiiksek protein eldesine olanak

saglamaktadir (Cox ve Sterling 2006).

Hizl1 ¢ogaltimi ve uygulanan doku kiiltiir teknikleri sayesinde kullanim alanlar1 giderek
artmakta ve Tlzerinde yapilan c¢aligmalar hiz kazanmaktadir. Lemna minor L. bitkisi
Tiirkiye’de akvaryum ticaretinde kullanilan 6nemli bitkiler arasindadir. Ulkemizde oldukca
bol miktarda bulunmaktadir. Yenilebilen bir enerji kaynagi olup, son yillarda iizerinde yapilan
caligmalar hiz kazanmakta ve onemi giderek artmaktadir. Ekolojik olarak ¢ok biiyiik 6neme
sahip olan bitki ayn1 zamanda protein yoniinden olduk¢a zengindir. Bu calismada bitkinin
gecici daldirma sistem biyoreaktor ile in vitro ¢ogaltiminin gerceklestirilmesi ve biyorektor
kullanimi ile de ortam kosullarinin optimum diizeyde tutularak bitkinin dogal sartlarindan
daha hizli siirede ve daha saglikli bir sekilde ¢ogaltilmasi amaclanmistir. Ayrica; bitkinin
mikrogogaltimi amaciyla kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerin, ¢ogalma hizina ve bitki

protein kalitesine etkilerinin saptanmasi amaclanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Artan vd (2007), L. minor bitkisinin agir metal giderim kapasitesini arastirmislardir. Bu
amacla, L. minor bitkisi, evsel atiksularinin desarj edildigi sizdirmali fosseptikten alinan
sularla 6nce dogal arazi sartlarinda ardindan laboratuar sartlarinda biiyiitiillmeye ¢alisiimistir.
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Cevre Miihendisligi Boliimii Laboratuarlarinda yapilan bu
calismada dogal arazi sartlarinda iiretilen su mercimeklerinin laboratuar ortaminda agir metal
giderim verimlilikleri arastirilmistir. Deneysel ¢aligmalar iki farkli hacimdeki sistemlerde
yiiriitiilmiistiir. 100 mL’ lik ve 500 mL’ lik her iki sistemde de kesikli olarak ¢alisilmustir. Ug
farkli agir metal giderimi icin elde edilen deneysel sonuglar su sekildedir: Kadmiyum 5,0 ve
10.0 mg/L konsantrasyonlarinda: 100 mL’ lik kesikli reaktorlerde deney siiresi sonunda
yaklasik % 96 giderim verimi elde edilmistir, 500 mL’ lik kesikli reaktorlerde ise yaklasik
%090 oraninda giderim verimi elde edilmistir. Bakir 10,0 ve 20,0 mg/L konsantrasyonlarinda:
100 mL’ lik kesikli reaktorlerde deney siiresi sonunda yaklagik % 89 giderim verimi elde
edilmistir 500 mL’ lik kesikli reaktorlerde ise yaklasik %89 oraninda giderim verimi elde
edilmistir. Kursun 10,0 ve 20,0 mg/L konsantrasyonlarinda: 100 mL’ lik kesikli reaktorlerde
deney siiresi sonunda yaklasik % 98—100 giderim verimi elde edilmistir.500 mL’ lik kesikli

reaktorlerde ise yaklasik % 98—100 oraninda giderim verimi elde edilmistir.

Stewart vd (1952) havu¢ (Daucus carota L.) ile yapilan in vitro ¢alismada biyoreaktor
icerisinde gelisen bitkilerde oksijen eksikliginden dolayr kok uzamalarinda olumsuz etki
saptamiglardir. Bu sorunu gidermek ve ortamdaki O, dengesini saglamak amaciyla
‘Auxophyton’ iceren biyoreaktorlerde eksplantlar kiiltiire alinarak stirekli hava girisi
saglanmis olup kok uzamasinda olumlu etkiler gézlenmistir. Bitkide yapilan yas agirlik

Olciimlerinde 20 giin sonunda, bitkinin agirliginin 2,6 kat arttig1 kaydedilmistir.

Escalant vd (1994) muz bitkisinin gegici daldirma sistem biyoreaktorler ile mikrogogaltimini
gergeklestirmis ve buradan elde edilen sonuglari, muz bitkinsinin agar kullanilan kat1 besin
ortaminda yapilan mikrogogaltim deneme sonuglari ile karsilagtirmislardir. GDS biyoreaktor
icersinde kiiltiire alinan eksplantlarda 2 ay sonra olusan somatik embriyolarin sayis1 1375 adet
kaydedilirken agar igeren kat1 ortamdaki embriyo sayisinin 450 oldugu saptanmistir. Sonug
olarak biyoreaktor uygulamasi ile yapilan mikrogogaltimda bitki olusum yiizdesi, agarh
ortamda gercgeklestirilen mikrocaltimdaki bitki olusum ylizdesinden 3,05 kat daha fazla
oldugu kaydedilmistir. Denemede 6 ay sonunda yar1 kati besin ortaminda yapilan
mikrogogaltimla elde edilen sonuglara kiyasla GDS biyoreaktorlerle yapilan mikrogogaltimda

% 60 -70 oraninda daha fazla somatik embriyo tiretimi saglanmistir.
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Kane vd (1988), Amerikan niliiferi Nelumbo lutea’ nin embriyosunu in vitro kosullarda izole
etmisler ve BAP, Zeatin, GA3 ya da ABA igeren yarim kuvvette sivi MS ortamda kiiltiire
almiglardir. Rizom gelisiminde, BAP ve Zeatinin etkisi olmamis ve 290 uM GAj; igeren ortam
en iyi sonucu vermistir. 0.38 pM ABA igeren ortam rizom gelisimini engellemistir. Tohumlar
% 50’ lik etanolde 1 dakika bekletilmis ve % 2.6 sodyum hipoklorit ile 12 dakika muamele

edilip 3 defa saf su ile durulama islemi uygulanmstir.

Cook vd (1989), su bitkisi Kosteletzkya virginica’ nin olgunlasmis embriyo ve govde
eksplantlarini kiiltiire alarak 30 g/l glukoz, 2 mg/l IAA ve 1 mg/l kinetin igeren MS ortaminda
kallus yoluyla rejenerasyon saglamislardir. Gévde ve kok kullanilarak kallus yoluyla bitki

rejenere edilip, degisik sitokinin ve oksin igeren karbonhidratli ortama aktarilmistir. Histolojik
olarak meristematik bolgeler, govde ve kok ucu incelenmis ve somatik embriyo olusmadigi
anlasilmistir. Kosteletzkya virginica tohumlarinin ylizey sterilizasyonunda siilfirik asit ve
etanol kullanmislardir. Bir saat H,SO, ile muamele edilen tohumlar, ¢esme suyunda
durulanmis ve % 95’lik etanolde 10 dakika bekletilmistir. Tohumlar gece boyunca steril saf

suda bekletildikten sonra yine % 95’lik etanolde 5 saniye bekletilmis ve kurutulmustur.

Straub vd (1989), su bitkisi Distichlis sipicata’ nin olgun tohumlarini kullanarak doku kiiltiirii
calismalar1 yapmislardir. Kati, beyaz ve rejenere kabiliyeti olan kalluslar olusmus ve iizerinde
turuncu-yesil cizgiler gézlenmistir. Rejenerasyon ortamina oksin yerine 1 mg/l BAP ilave
edince rejenere kabiliyeti ylikselmistir. Yapilan histolojik caligmalar hiicrelerin embriyonik
oldugunu gdstermis fakat rejenerasyon siirgiin organogenesisi ile elde edilmistir. Rejenere
olan bitkiler dogal kosullarda tohum ve ¢igek olusturmustur. Tohumlarin ylizey
sterilizasyonunda camasir suyu veya ethanol kullanilmistir. Tohumlar 15 dakika ¢amasir
suyunda bekletildikten sonra 3 defa steril saf su ile durulanmustir. Diger bir yontemde ise, %

95’ lik ethanolde 15 dakika bekletme ve durulamadan sonra kurutma uygulanmistir.

Kane vd (1990), akvaryum bitkisi Cryptocoryne lucens’ in siirgiin olusumunu ve ex vitro

kosullara adaptasyonunu incelemislerdir. 2 uM BAP, 0,5 uM NAA ve % 0,8 agar iceren
LS besin ortaminda siirgiin rejenerasyonunu optimize etmislerdir. 35 giinde siirgiin

rejenerasyonu goriilmiistiir. En fazla siirglin rejenerasyonu tek koltukalti eksplanti
kullanilarak, (7,7 adet/eksplant bagina) 20 uM BAP ve 0,5 uM NAA igeren MS ortamda elde
edilmistir. 18 hafta sonunda en iyi adaptasyon topraksiz bitki ortami ya da poliiirethan kopiik

tablalarda gerceklestirilmistir.
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Bird ve Smith (1994), deniz yosunu Halophila engelmannii’ nin koltukalti meristemini
kullanarak doku kiiltiiri ¢aligmalar1 yapmislardir. Ayni kiiltiir kabinda iki ortam
kullanmiglardir. Alt kisma % 0,8 agar iceren kat1 ortam, bunun {iist kisminada siv1 besi ortami
konmustur. Kati ortamda inorganik besin maddeleri, bitki biiyiime diizenleyicileri, % 1 sukroz
ve aktif karbon iceren suni deniz suyu kullanilmistir. Sivi ortam ise suni deniz suyu ve
inorganik besin maddeleri i¢ermistir. Ortamda azot kaynagi olarak nitrit kullanildiginda,
koltukalti meristemden gelisen bitkilerde 6liim goriilmiistiir. En iyi gelisme, azot kaynagi
olarak 3.4 mM GA3 kullanildiginda elde edilmistir. En fazla siirglin olusumu 0.25 mg/l NAA
ve 10 mg/l BAP igeren ortamda gézlenmistir.

Agrawal ve Ram (1995), su kestanesi (7rapa sp.)’nin in vitro ¢gimlenmesi ve mikrogogaltimi
konusunda ¢aligmislardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra embriyolar NBS (Nitsch’in temel
yar1 kat1 ortami1) ortamina yerlestirilerek bitkiler elde edilmistir. Bu filizlerden siirgiin ucu ve
nodal kisimlar alinarak NBL (Nitsch’in temel sivi ortami) ortaminda kiiltiire alinmustir.
Rejenere olan siirgiilerden alinan eksplantlar ¢esitli bitki biiyliime diizenleyici bulunan NBL
ortamina yerlestirilmis ve siirgiin uzunlugu, dallanma, nod sayis1 ve kok gelisimi gibi
ozellikler incelenmistir. Oksin axillary tomurcuk iiretimini engellemis ancak yesil kok
olusumunu artirmistir. Absisik asit gen¢ yaprak gelisimini engellemistir. 10-6 M BAP
axillary dal iiretimini artirmada ¢ok etkili olmustur. Bu dallar NBL’ye transfer edildiginde

gbvde uzamasi ve koklenme goriilmiistiir.

Purohit ve Singhvi (1998), Achras sapota bitkisinin mikrogogaltimini yapmislardir. Kotiledon
bogum kullanilmistir. 2 mg/l BAP igeren SH (Schenk and Hildebrandt’s medium) ortamda, 42
giinde eksplant bagina ortalama 2.17 cm uzunlugunda 3 adet siirgiin elde edilmistir. Bundan
sonra eksplantlar 21 giinliik ara ile 3 kere kiiltiire alinmistir. Her alt kiiltiirde eksplantlardan 3
kat daha fazla siirglin elde edilmisitr. Ortama 1mg/l Giberellik asit ilave edildiginde hem
siirglin ¢ogaltiminda hem de siirgiin gelisiminde olumlu etkisinin oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen siirgiinler 200 mg/l IBA ile muamele edildikten sonra 2 SH ortama yerlestirilmis ve %
66 oraninda koklenme saglanmistir. Deneme sonunda 500 bitki elde edilmis ve 440 tanesi

basarili bir sekilde adapte edilmis ve topraga aktarilmistir.

Das vd (1999), Litchi chinensis tiirinde iki yontem kullanarak siirgiin rejenerasyonu elde
etmiglerdir. Birinci yontemde; tohumlar 20 mg/l BAP igeren MS ortamda kagit kopriiler
lizerinde ¢imlendirilmistir. ikinci yéntemde; bitkinin koltukalti meristemleri her iki giinde bir
100 pg BAP ile muamele edilmistir. Birinci yontem ile kotiledon noddan 4 hafta icerisinde

27,5 siirgiin elde edilmistir. Ikinci yontemde ise her koltulalti meristeminden 8 hafta
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icerisinde 8 siirgiin elde edilmistir. Ikinci yontemde yani inplanta muamelesinde; ilk &nce
steril filtre kagitlar steril su ile 1slatildiktan sonra koltukalt1 meristemlerin {izerine sarilmaistir.
Sonra iizerine degisik oranlarda BAP uygulanmistir. Her iki yontem bitkinin 5 genotipinde
denenmis ve iyi sonu¢ alinmistir. Elde edilen siirgiinler 25 mg/ml IBA ile 15 dk muamele
edilmistir. Biitiin genotiplerde koklenme elde edilmistir. Bu bitkinin doku Kkiiltiiriinde
“Bavistin” fungisiti ve organik nutrient maddeler i¢cermeyen ortam kullanilarak fungus

bulasiklig1 kontrol altina alinmistir.

Guillermo vd (1999), Nothofagus leoni Espinosa c¢esidinde mikrogogaltim ¢alismasi
yapmiglardir. Eksplantlara ilk once 0.55 uM BAP uygulanmustir. Sonraki iki alt kiiltiirde BAP
icermeyen ortamlarda c¢ogaltim yapilmistir. Eksplantlar {izerinde kallus olustuktan sonra
stirgiinler gelismistir. Siirgiinler 1.23 pM IBA muamelesi ile % 91,4 oraninda basar ile

koklendirilmistir. Bitkilerde ilk koklenme 11. giinde gézlenmistir.

Kane vd (1999), Cryptocoryne wendtii’ nin in vitro ¢ogaltimmi yapmuslardir. Bitki, yiizey
sterilizasyonu i¢in 15 dk ¢esme suyunda tutulduktan sonra 12 dk % 1.05’lik NaOCIl+Tween
20 (1d/100ml) ile muamele edilmistir. Daha sonra 1dk % 50’lik etanol ile 5 dk muamele
edildikten sonra 3 kere durulama yapilmistir. Denemede kati ortam {izerine sivi ortam ilave
edilerek ikili ortam kullanilmigtir. I. ortam; MS, 0.56 mM myo-inositol, 1,2 pM thiamin-HCL
ve 87,6 mM sukroz, 2.2 uM BA, 0.57 uM TAA; 87.6 mM sukroz ve % 0.8 agar II. ortam; MS,
BA (0-25uM), IAA (0-10 uM). Siirgiin ucu, kat1 ortama yerlestirilmistir. 150x25 mm kiiltiir
tipleri kullanilmig ve 25°C’de 16 saat fotoperyot uygulanmistir. En fazla siirgiin olusumu 20
uM BA bulunan ortamdan elde edilmistir. Topraksiz besi ortaminda (MetroMix 500) % 100
koklenme saglanmis ve bitkilerin tamami seraya adapte olmustur. Bitkinin aktarilmasindan 8

hafta sonra yiiksek kaliteli satisa hazir bitkiler elde edilmistir.

Chen vd (2001), Oncidium cinsinde ¢igeklerin canlilik siiresini artirmaya ¢alismislardir. Cigek
saplari, ¢igeklerin uzun siire canli kalabilmesi i¢in 50 mg/l kinetin ve 40 gr/l sukroz iceren
ortamda bekletilmistir. Yalmiz Kin veya Sukroz iceren sivi ortamda bekletilen c¢igek
dallarindaki sonuglar Kin ve sukrozun birlikte kullanilmasina goére daha diisiik olmustur.
Cicek saplarmin ilk dnce Kin ve sonra sukroz iceren ortama konulmasi daha iyi sonug

vermistir. Gibberalik asitin bir etkisi gdzlenmemistir.

Oztiirk (2002), Ludwigia sp’nin in vitro hzh gogaltimi ¢alismasmi yapmustir. Yiizey
sterilizasyonu icin bitki 15 dk ¢esme suyunda tutulmus ve 9 dk % 20’lik ticari ¢camasir

suyuyla muamele edildikten sonra 3 dk 3 kere durulama islemi yapilmistir. U¢ meristemi,
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birinci, ikinci ve tigiincii-dordiincii koltukalti meristem eksplantlar1 4 hafta MS, % 3 sukroz,
% 0,8 agar, BAP (0,1, 0,2 ve 0.3 mg/l), TDZ (0.05, 0.1, 0.15 mg/l), NAA (0.1 mg/l) iceren
ortamlarda tutulduktan sonra 2 MS ortama alinmis ve 4 hafta bu ortamda tutulmustur. Petri
ve Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 kullanilmis ve 24 + 1°C’de 16 saat fotoperyot uygulanmustir.
En fazla siirgiin (12.31 adet/eksplant) u¢ meristemi ile 0.05 mg/l TDZ ve 0.1mg/l NAA igeren
MS besi ortamindan elde edilmistir. Rejenere olan siirglinler 10-20 mm uzunluga
geldiklerinde kesilerek steril Magenta GA7 veya cam kavanozlar (baby jar) i¢inde 2 MS
ortamda koklendirmeye alinmistir. Burada koklenen siirgiinler daha sonra akvaryum ortamina
adapte edilmistir. Akvaryum suyunun pH’s1 7 ve sicakligi 240C + 2°C’de tutularak 12 saat
151k ve 12 saat karanlik fotoperiyodunda gelismeye birakilmistir. Akvaryum dibine 1-2 cm
yiiksekliginde ince kum yerlestirilmis ve akvaryum suyuna haftada bir siv1 giibre (FloraPride,

Tetra Plant) ilave edilmistir.

Anthony vd (2004), Leucopocon verticillatus tiriiniin rejenerasyonu igin somatik
embriyogenesis ile bir protokol gelistirmislerdir. En iyi sonug¢lar 10 uM TDZ ve 5 uM TAA
iceren, % 4 Maltoz ve % 0,7 agar iceren Gamborg B5 (pH: 6) ortamindan elde edilmistir.
Somatik embriyolar ana eksplanttan alindiktan sonra 2 Gamborg B5 ortaminda kiiltlire
alimmistir. Embriyolarin 100 pM IBA ile 2-5 giinlik muamelesi kdklenmeye yardimci
olmustur. Agar igceren ortamda gelisen kokler ince ve kirilgan yapiya sahip olmuslardir. Bu
nedenle koklendirmek i¢cin kum ve arpa ortami kullanilmistir. Bu ortamda % 60 oraninda

kirilmayan kokler ve bitkiler elde edilmis ve topraga aktarilmistir.

Andersone ve Levinsh (2004), olgun bitki dokularinda diisiik oranda morfogenesisin
sebeplerinden birinin sitokinin muamelesine tepki gosterilememesinden kaynaklandigin
belirtmislerdir. Bu calismada sitokininin etkisini artirmak i¢in ilk once Pinus sylvestris
bitkisinin tomurcuk eksplantlart sogukta bekletilmigtir. Yalmiz 22 °C’de bekletilen
tomurcuklarda sitokininin etkisi goriilmemistir. Fakat soguk muamelesi yapilan eksplantlarda
ylksek oranda BAP muamelesinin etkili oldugu ve tomurcuklardaki dormansiyi kirmak i¢in
hem fiziksel hemde biyokimyasal yontemler kullanilarak fazla sayida siirgiin elde

edilebilecegini belirtmislerdir.

Panigrahi vd (2006), Hygrophila auriculata bitkisinin yaprak eksplantlarindan BAP ve NAA
iceren MS ortamda silirgliin rejenerasyonu elde etmislerdir. Yaprak eksplantindan kallus
yoluyla en iyi siirgiin rejenerasyonu 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA iceren ortamda
gorlilmiistiir. 3 cm’den fazla gelisen siirgiinler 0,1 mg/l NAA iceren MS ortamda
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koklendirilmistir. Elde edilen bitkilerin % 80’1 basariyla topraga aktarilmis ve adaptasyon

saglanmistir.

Husain vd (2007), Pterocarpus marsupium (kino zamki) tiiriinde ¢alismiglardir. Bitkinin 18
giinliik fidelerinden elde edilen kotiledon bogum eksplantlart 0,1-10 uM TDZ igeren MS
ortamda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin yiizdesi (% 90) ve eksplant basina en fazla siirgiin
sayist (15,2 Adet), 0,4 uM TDZ igeren ortamdan elde edilmistir. Eksplantlarin uzun siire TDZ
iceren ortamda bulunmasi siirgiin uzunlugunda olumsuz etki yapmustir. Ik asamada; TDZ nin
etkisi ile siirgilin olusturan eksplantlar siirgiin gelisimi ve uzamasi i¢in 5 pM BA igeren ortama
aktarilmistir. En fazla siirgiin uzamasi (% 90) 5.4 cm ortalama ile 5 pM BA igeren ortamdan
elde edilmistir. Fazla sayida siirglin elde etmek amaciyla, siirgiinler alindiktan sonra ana
eksplant dokusu tekrar tekrar rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Boylece eksplant
basina 44 adet siirgiin elde edilmistir. Siirglinlerin % 65°ninde en fazla siirgiin basina 4,4 adet
kok goriilmiistiir. Bu siirgiinler 4 giin 200 uM IBA iceren ortamda bekletildikten sonra 0,2 pM
IBA ve 3.96 uM floro glukinol igeren ortamda koklendirilmistir. Elde edilen bitkiler ilk 6nce

iklim odasinda tutulmus daha sonra seralara % 70 basar ile aktarilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. L.minor Bitkisinde Yiiriitillen Calismalar
3.1.1. Bitki materyali

Calismada su mercimegi (L. minor L.) bitkisi kullamlmigstir. Ankara Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Su Uriinleri Béliimiinden temin edilmistir.
3.1.2. In vitro ¢alismalardaki biiyiime ortamlari ve kiiltiir kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri ile % 3 sukroz igeren ve % 0,8’lik agar (Type A,
Sigma-Aldrich Corporation St Lo. Mo) veya % 0.6-0.65’lik agar (Duchefa Hollanda) ile
katilastirilan temel besin ortami (MSO) kullanilmigtir. S1vi kiiltiir denemelerinde agar ilave
edilmemistir. Ortam hazirhi§inda cift distile saf su kullanilmis olup, gereken durumlarda besin
ortamina farkli konstrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir. Besin
ortaminin pH’s1t 1IN NaOH veya 1N HCI kullanilarak 5,6-5,8’e ayarlandiktan sonra 118 KPa
basing altinda ve 120°C’de 20 dk otoklavlanarak sterilizasyon saglanmistir. Tiim kiiltiirler 16
saat beyaz floresan 15181 (150 umol photons m™s™ ) fotoperiyot altinda ve 24+1°C sicaklikta

tutulmuslardir.
3.1.3. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Caligmada kullanilan bitki biiyiime diizenleyiciler (BAP, TDZ ve kinetin) Sigma Aldrich ve
Duchefa’den temin edilmistir. Biiyiime diizenleyicilerin stok soliisyonlar1 firmanin 6nerdigi
sekilde uygun coziiciilerle coziildiikten sonra istenilen miktar ve oranda hazirlanmistir.
Hazirlanan stok solusyonlar 4°C’ de iki ay saklanmistir. Kinetin ortamlara otoklavlandiktan

sonra ilave edilmigtir.
3.1.4. Eksplant yiizey sterilizasyonu

Su mercimeginde yiizey sterilizasyonu ic¢in en yiiksek basarinin saglanacagi en diisiik
dezenfektan miktarin1 belirlemek amaci ile farkli dozlarda ticari ¢amasir suyu ve H,0,
kullanilmigtir. Ticari ¢amasir suyu ile yapilan denemede ¢amasir suyunun %20 ve 10’luk
konsantrasyonlarinda 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 dk bekletme uygulamalari ile yiizey steril edilmistir.
H,0, ile yapilan denemede ise %20 ve 10’luk H,0, konsantrasyonlarinda 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 dk
muamelesiyle yiizey steril edilmistir. Yiizey steril edilmis bitki steril Petri kaplar1 igerisinde
% 3 sukroz igeren ve % 0.6 agar ile katilagtirllan MS besin ortaminda 24+1°C’de kiiltiire
alinmistir. Yiizey steril edilmis eksplantlar hem kati ortamlarda hem de gecici daldirma sistem

biyoreaktorlerle sivi ortamda ¢ogaltilmak i¢in ayrilmislardir.
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3.1.5 Bitki icin uygun pH araliginin belirlenmesi

Uygun pH derecesinin belirlenmesi amact ile 5’er bitki (pH 5, 6, 7, 7.23, 8 ve 9 pH
degerlerdeki distile suda Erlen Meyerler igerisine alinarak 190 rpm ve 28°C’de karanlik
ortamda c¢alkalayici inkiibator igersinde 1 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Bu degerlerden pH

pH degeri ve pH 7.23 ise bitkinin alindig1 akvaryumun suyunun pH degeridir.
3.1.6 Gegici daldirma sistem biyoreaktor ile materyalin hizh ¢cogaltimi

Su mercimeginin hizli ¢ogaltimi i¢in kullanilacak olan sivi kiiltiir ortaminda uygun MS
konsantrasyonu ve sukroz miktarinin belirlenmesi amaci ile 1 hafta siiresince 20’ser eksplant
Ya MS, 2 MS, MS ve 30 gr sukroz igeren ve icermeyen ortamlarda kiiltiire alinmistir. Deneme
GDS biyoreaktorler icerisinde 3 tekerriirlii 6 ortam kullanilmistir. Her GDS biyoreaktorde 410
ml siv1 ortam kullanilmistir. Daha sonra optimize edilmis sukroz igeren 4 MS ortam1 GDS
biyoreaktor igersine 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 mg/l BAP ve 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6
mg/1 kinetin ve 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 mg/l TDZ ilave edilerek bitki ¢ogaltmak amaci ile
kiltire alimmistir. Kiiltiirde bitki ¢ogaltimi 4 hafta siliresince 3 tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Denemelerde 4 hafta sonunda ¢ogaltim oranmi (%), bitki sayis1 (adet),
bitkinin morfolojik goriiniim, kuru ve yas agirligi belirlenmistir. Kuru agirlik belirlemek

amaci ile bitkiler 40°C’de 18 saat etlivde bekletilmistir.
3.1.7 Bitki materyalinden azot ve protein tayini

Mikrogogaltimi yapilan kurutulmus bitkiler iizerinde farkli sitokinin konsantrasyonlarinin
protein ve azot miktar degisimlerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Pekyardimci (2006)‘nin
belirttigi gibi Kjeldahl tayin yontemi kullamilmustir. ilk 6nce bitkide bulunan azot, derisik
H,S04’le ve Cu™ iyonlar, civa iyonlar: ve metalik selenyum gibi katalizorlerle reaksiyona
sokularak NHj’a doniistiiriilmiis olup NHj3 asidik ortamda NH," iyonlar1 halinde tutulmustur.

Cozelti H,SO, ilavesinden sonra kahverengi-siyah bir renk almus, 1sitildik¢a berraklagmistir.

Soguyan karigim distilasyon cihazina alinmig ve ortamin kuvvetli bazik olmasi igin NaOH
ilave edilmis ve olusan NH; destillenerek alinarak borik asit ¢ozeltisinde tutulmustur. NH, "
iyonlari, ayarli HCI ile titre edilmis olup proteindeki azot oranindan hareket ederek protein
miktart belirlenmigtir. Protein miktarin1  hesaplamak i¢in asagida belirtilen formiil

kullanilmastir.
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mg N/1 =[(A - B)xNx14x1000]/ V

mg = miligram

N= H,SO4 titrasyon ¢dzeltisinin normalitesi

A= Numune i¢in titrasyonda harcanan H,SOy titrasyon ¢ozeltisi hacmi (ml)
B = Sahit i¢in titrasyonda harcanan H,SOy titrasyon ¢ozeltisi hacmi (ml)
V= Numune hacmi (ml)

3.2Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak yapilmistir. Caligmalardan elde edilen veriler
bilgisayarda “SPSS 16 for Windows” programi ile faktoriyel deneme desenine gore analiz
edilmistir. Ortamlarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla Duncan, LSD veya t testleri
uygulanmistir. Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan dnce “arcsin transformasyon’una

tabi tutulmustur (Snedecor and Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Eksplantin yiizey sterilizasyonu

In vitro denemede L. minor bitki eksplantlart (20 adet) ilk dnce %20 ticari ¢amasir suyunda
daha sonra % 10 ve 20 H,O, ile 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 dak siiresince ylizey sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu sonucunda edilen veriler varyans analizine tabi

tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli siire ve konsantrasyonlardaki camasir suyu ve H,O; ile yapilan yiizey

sterilizasyona ait varyans analizi

V.K Sd K.O F

Siire (dk) 5 2549,63 86,050
Konsantrasyon (%) | 2 45029,63 1,520x10°
Siire x |10

konsantrasyon 2549,63 86,050%*
Hata 36 29,630

Genel Toplam 53

*#p<0.05

Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda siire 5, 6, 7, 7.23, 8 ve 9 ve
10 dak ile %20 lik ticari camasir suyu ve %20 ve 10 luk H,O, konsantrasyonlar: ile yapilan
ylizey sterilizasyonu bakimindan 0,05 diizeyinde Onemli farklilik bulunmustur. Bu
farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli siire ve konsantrasyonlardaki camasir suyu ve H,O; ile yapilan yiizey

sterilizasyona ait Duncan testi sonuglari

Siire (dk) Steril bitki orani
% 20 Camasir suyu %10 H,0, %20 H,0,
5 100,00 0,00 30,00d
6’ 100,00 0,00 50,00c
7 100,00 0,00 60,00b
8 100,00 0,00 100,00a
9’ 100,00 0,00 100,00a
10° 100,00 0,00 100,00a

Ayn stitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.2 ‘de goriildiigl gibi yapilan Duncan testi sonuglarina gore %20 ¢amasir suyu ve
farkli dk siire muamelesiyle 0 ile % 100.00 arasinda steril bitki elde edilmistir. Camasir suyu

ile farkl siire muamelesinde yapilan sterilizasyon uygulamasi sonucunda %100 steril bitkiler
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elde edilmesine ragmen klorofil parcalanmasi nedeniyle bitkilerde beyazlasma goriilmiisken
(Sekil 4.1 a), %20 H,O, muamelesiyle % 30 ile 100 arasinda steril bitki elde edilmistir.
Ancak 9 ve 10 dk %20 H,O, siire muamelesinde bitkilerde beyazlasma ve zarar tespit
edilmistir (Sekil 4.1 b). Farkli dk siire ve %10 H,O, muamelesiyle hi¢ steril bitki elde
edilememis (Sekil 4.1 ¢) olup, 8 dk muamelesiyle bitkilerde %100 sterilizasyon saglanmistir
(Sekil 4.1 d). Bu nedenle bundan sonraki denemelerde sterilizasyon i¢in 8 dk ve %20 H,O;

muamele tercih edilmistir.

Sekil 4.1 L.minor bitkisinin yiizey sterilizasyonu. (a) %20 ¢amasir suyu ve uygulanan tiim dk
stirelerde bitkilerin klorofil par¢alanmasi sonucunda meydana gelen beyazlagma. (b) %20
H,0, 9 dk muamelesi ile elde edilen kismen yesil steril bitkiler. (¢) %10 H,O, ve uygulanan
tiim dk siirelerde bitkilerde meydana gelen bulasiklik. (d) %20 H,O, 8 dk muamelesi ile elde

edilen steril bitkiler.

4.2. Farkhh pH degerlerinin calkalanmayan ortamda Erlen Meyerler icerisinde su

mercimeginin cogaltimina etkisi

In vitro denemede L. minor bitki eksplantlar1 farkli pH degerlerindeki distile su kullanilarak
calkalamasiz ortamda Erlen Meyerler icerisinde 1 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. 1 hafta
sonra elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.3’de

verilmigtir.
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Cizelge 4.3. Farkli pH degerlerinin distile su kullanilarak ¢alkalamasiz ortamda Erlen
Meyerler i¢erisinde su mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkisine ait varyans analizi

Eksplant Toplam  bitki
V.K od basina bitki | sayis1 (adet)
sayisi (adet)
K.O |F K.O F
pH 5 1576 120,56 |143,92 | 20,56
Hata 12 1 0,28 7,00
Genel 17
Toplam

*#p<0.01

Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda pH 5; 6; 7; 7,23; 8 ve 9
degerlerinde ¢cogaltim orani, eksplant basina diigen bitki sayisi ve toplam bitki sayis1 ve 0,01
diizeyinde 6nemli farklilik bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Farkli pH degerlerinin distile su kullanilarak ¢alkalamasiz ortamda Erlenmeyerler

icerisinde su mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkisine ait Duncan testi sonuglari

pH Eksplant Toplam  bitki

basina bitki | sayis1 (adet)
sayisi (adet)

5 5,00a 10,00cd

6 3,80b 12,67¢

7 2,53¢ 19,00b

7,23 2,00cd 25,00a

8 1,67cd 8,33cd

9 1,47d 7,33d

Ayni stitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede tiim pH degerlerinde bitki ¢cogaltimi1 gbézlemlenmistir. Cogaltim oran1 % 3,87 ile
280 arasinda degismistir. Eksplant basina diisen bitki sayis1 1,47 ve 5,00 adet arasinda
degismistir. En fazla bitki sayis1 artis1 5,00 adet ile pH 5 de ve en az bitki sayis1 artig1 1,47
adet ile pH 9 degerlerinde elde edilmistir. Toplam bitki sayis1 adet olarak 7,33 ve 25,00
arasinda degismistir; 5 adet eksplantla baslayan ¢ogaltimda en fazla bitki olusumu pH 7,23 de
25,00 adet olup; en az bitki olusumu pH 9 da 7,33 adet olarak kaydedilmistir. Ayrica pH 7 de
19,00 adet bitki sayisi, pH 7,23 de bitki sayist 25 adet olarak kaydedilmisidir. Buna ek olarak
pH 8 de 8,33 adet bitki elde edilmis ve pH 9 da 7,33 adet bitki sayis1 kaydedilmistir. Bu
calismaya gore bitki icin en ideal pH araligimin 7-7,23 oldugu, pH 7-7,23 den diisiik pH
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araliklarinda (6-5,8) ve pH 7-7,23 den yiiksek pH araliklarinda (pH 9-8) bitki olusum
ylizdesinin diistiigli gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).
4.3. Farkh pH degerlerinin c¢alkalamalh ortamda Erlen Meyerler icerisinde su

mercimeginin cogaltimina etkisi

In vitro denemede L.minor bitki eksplantlar1 farkli pH degerlerindeki distile su kullanilarak
calkalamal1 ortamda Erlenmeyerler igerisinde 1 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. 1 hafta sonra

elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Farkli pH degerlerinin c¢alkalamali ortamda Erlenmeyerler igerisinde su

mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkisine ait varyans analizi

Eksplant basma | Toplam Yas agirhk | Kuru agirhk (g)
VK. <d bitki sayisi (adet) bitki sayisi (adet) (g
K.O F K.O F K.O F KO |F
pH 5 115,58 62,63 1470,32 | 73,937 | 0,03 65,0 | 0,03 | 222,427
2**
Hata 12 | 0,25 19,89 0,00 0,00
Genel 17
toplam
*#p<(.01

Cizelge 4.5 ’de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda pH 5, 6, 7, 7.23, 8 ve 9
degerlerinde ¢ogaltim orani, eksplant basina diisen bitki sayisi, toplam bitki sayisi, yas agirlik
ve kuru agirlik degisikligi bakimindan 0,01 diizeyinde onemli farklilik bulunmustur. Bu
farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Farkli pH degerlerinin calkalamali ortamda Erlen Meyerler igerisinde su

mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkisine ait Duncan testi sonuglari

pH Eksplant Toplam Yas agrhk | Kuru agirhk

basina bitki | bitki sayis1 | (g) (2)
sayisi (adet) | (adet)

5 0,63e 9,67d 0,04d 0,01c

6 1,26ed 12,67d 0,41d 0,13c

7 6,60a 66,00a 0,12a 0,07a

7,23 4,70b 47,00b 0,70b 0,55b

8 1,77d 17,67d 0,48cd 0,006d

9 2,93c 29,33c 0,05¢ 0,001d

Ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Denemede tiim pH degerlerinde bitki ¢cogaltimi gézlemlenmistir. Cogaltim orant % -3.33 ile
560 arasinda degigmistir. Eksplant basina diisen bitki sayis1 0,63 ve 6,60 adet arasinda
degismistir. En fazla bitki say1s1 artis1 6,60 adet ile pH 7 de ve en az bitki say1s1 artis1 0,63 ile
pH 5,8 degerlerinde elde edilmistir. Toplam bitki sayist 9,67 ve 66,00 adet arasinda
degismistir. En fazla bitki olusumu pH 7°de ve en disiik bitki olusumu pH 5,8’de elde
edilmistir. Gramaj olarak en agir olan bitkiler 0,7 g olup pH 7.23 ve en hafif olan bitkiler 0.04
g olup pH 5 de rastlanmistir. Kuru agirlik degerleri gramaj olarak 0,55 g olup pH 7.23’de
0,001 g olup pH 9 ‘da gézlemlenmistir (Cizelge 4.6).

4.4 GDS biyoreaktorlerde ¢ogaltim icin uygun sivi MS miktariin ayarlanmasi

Bitki icin uygun pH derecesi belirlendikten sonra bitkilerin GDS biyoreaktor igersinde hizl
cogaltimi i¢in kullanilacak olan sivi  kiiltir ortaminda uygun MS ve seker
konsantrasyonlarinin saptanmasi i¢in c¢alismalar yapilmistir. Calismada kullanilacak GDS
biyoreaktorler karsilagilabilecek herhangi bir kontaminasyon riskine karsin kullanilmadan
once her bir parcast ayr1 ayr1 126°C de otoklavda 2 kere steril edilmistir. Daha sonra 1 hafta
stiresince GDS biyoreaktorler i¢inde 20’°ser eksplant 4 MS, 2 MS, MS ve 30 gr sukroz igeren
ve icermeyen ortamlarda kiiltiire alinmistir. ilk basta biyoreaktdrler icersinde 350 ml sivi
kiiltiir ortam1 kullanilmigtir fakat 2 hafta sonunda biyoreaktor icersindeki bitkilerin tamamen
beyazlastigr goriilmiistiir. 350 ml’lik sivi kiltlir ortaminda bitkilerin  yeterli besini

alamadiklarindan gelisimlerinin yetersiz oldugu gézlemlenmistir.
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4.5. Gegici daldirma sistem biyoreaktorlerde sivi MS ortam optimizasyonu

In vitro denemede L. minor bitki eksplantlar1 (40 adet) farkli MS siv1 kiiltlir ortamlarinda
(400ml) 4 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Daha sonra sonra elde edilen veriler varyans

analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7 Farkli MS s1v1 kiiltlir ortamlarinin su mercimeginin bitki olusumu etkilerine ait

varyans analizi

Eksplant Toplam bitki | pH son durum
basina bitki | sayis1
V.K sd | sayisi (adet)
(adet)
KO |F K.O F K.O F
Farkh |5 |0,68 |16,07 |224,72 (61,28 | 0,248 424,66
MS
ortami
Hata 12 0,043 3,66 0,001
Genel
Toplam | 17

*%p<0.01

Cizelge 4.7°de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda sekerli ve sekersiz MS, 72
MS ve Y4 MS sivi kiiltiir ortamlarinda bitki olusum orani, eksplant basina diisen bitki sayisi,

toplam bitki sayisi, pH degisikligi bakimindan 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik bulunmustur.

Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Farkli MS siv1 kiiltlir ortamlarinin su mercimeginin bitki olusumu etkilerine ait

Duncan testi sonuglari

MS Eksplant Toplam  bitki | pH son durum
ortaminin basina bitki | sayis1 (adet)
oranlari sayisi (adet)
Y MSsekerli | 1,90a 38,00a 4,88¢
5 MS sekerli | 1,43b 28,67b 4,90e
MS sekerli 1,25b 25,00c 5,10c¢
“4MSsekersiz | 0,51d 15,00d 5,22b
1sMSsekersiz | 1,18bc 23,67c 5,04d
MS sekersiz | 0,84cd 15,33d 5,66a

Ayn stitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede bitki olusum orant % 75,00 ile 143,33 arasinda degismistir. Eksplant basina diisen
bitki sayis1 0,51 adet ve 1,90 adet arasinda gozlemlenmistir. En fazla bitki olusum sayis1 1,90

adet, 4 MS sekerli s1v1 kiiltiir ortaminda ve en az bitki sayis1 0.51 adet, MS/4 sekersiz sivi
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kiltiir ortaminda elde edilmistir. Toplam bitki sayis1 en fazla 38,00 adet ve en az 15.00 adet
elde edilmistir. En fazla bitki sayis1 (38,00 adet) ¥4 MSsekerli siv1 kiiltiir ortaminda ve en az
bitki sayist (15,00 adet) 4 MS sekersiz siv1 kiiltiir ortaminda goézlemlenmistir. Kiiltiire alinan
eksplantlarin ortam pH’ina etkileri ise en diisiik 4,88 ve en yiiksek 5,66 degerlerinde elde
edilmistir. En diistik degisim oran1 pH 4,88 degeri ¥4 MS sekerli siv1 kiiltiir ortaminda en
yiiksek degisim oran1 pH 5.66 degeri MS sekersiz ortaminda gozlemlenmistir (Cizelge 4.8).

4.6. Farkh konsatrasyonlarda TDZ uygulamasi

In vitro denemede su mercimegi bitki eksplantlar1 (40 adet) farkli konsantrasyonlardaki TDZ
hormon ilavesi ile MS s1v1 kiiltiir ortamlarinda (400 ml) 4 hafta siireyle kiiltiire alinmistir; 4
hafta sonra elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.9°da

verilmistir.

Cizelge 4.9 Farkli konsantrasyonlardaki TDZ hormon uygulamasinin su mercimeginin bitki

cogaltimina etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Eksplant basina bitki sayis1 | Toplam bitki sayis1 (adet)
V.K sd | (adet)
K.O F K.O F
TDZ
hormon | 5 | 164,225 31510** 262983,033 3,6980%**
Hata 12 | 0,005 7,111
Genel 17
toplam
VK d Yas agirhik (g) Kuru agirhik (g) Protein oram (%)
' ko F K.O F KO F
TDZ 5 10,757 621,89 | 0,167 755,001** | 82.112 157,55%*
hormon O**
Hata 12 1 0,001 0,000 0.02
Genel 17
toplam
*#p<0.01

Cizelge 4.9°da goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda sivi MS Kkiiltiir ortamina
farkli konsantrasyonlardaki TDZ hormon uygulamasinin bitki olusum orani, eksplant basina
diisen bitki sayisi, toplam bitki sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik bakimindan 0,01 diizeyinde
onemli farklilik bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.10°de verilmistir.
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Cizelge 4.10 Sivi kiiltir MS ortammna farkli konsantrasyonlardaki TDZ hormon

uygulamasinin su mercimeginin bitki cogaltimina etkilerine ait Duncan testi sonuglari

TDZ Eksplant | Toplam | Yas Kuru Protein
(mg/l) basina bitki agirhk agirhk orani
bitki sayisl (g) (g) (%)
sayisi (adet)
(adet)
0,1 23,74a 949,67a | 1,80a 0,68a 26.25b
0,2 15,59b 624,67b | 1,25b 0,51b 26.96b
0,3 8,99d 359,67d | 0,99¢ 0,03f 22.35¢cd
0,4 9,13¢c 365,33¢ | 0,90d 0,36¢ 23.31c
0,5 3,76f 150,67f | 0,36f 0,16e 27.72a
0,6 50.47e 219,00e | 0,63e 0,24d 16.48e

Ayn stitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede tiim TDZ hormon uygulamasi yapilan sivi kiiltiir MS ortamlarinda bitki olusumu
gozlemlenmistir. Bitki olusumu % 276 ve 2274 arasinda degismistir. Eksplant bagina diisen
bitki sayis1 en fazla 50,74 adet 0.6 mg/l TDZ igeren sivi MS ortaminda ve en az bitki sayisi
8,99 adet olarak 0.3 mg/l TDZ iceren sivi besin ortaminda elde edilmistir. Toplam bitki
olusum sayist bakimindan sirasiyla 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 mg/l TDZ igeren sivi MS
ortaminda 949,67; 624,67; 359,67; 365,33; 150,67 ve 219,00 adet bitki elde edilmistir (Sekil
4.2 a,b,c,d,e,f). Kiiltiire alinan eksplantlarda en az yas agirliga sahip bitkiler 0,36 g olup 0,5
mg/l TDZ igeren sivi MS ortaminda ve gramaj olarak en agir bitkiler 1,80 g olup 0,1 mg/I
TDZ igeren sivi MS ortaminda tespit edilmistir. Bu sonuglar kuru agirlikta benzer sekilde
yansima yapmistir. Ekpslantlarda en az kuru agirlik 0,03 g olup 0,3 mg/l TDZ iceren sivi
besin ortaminda ve en fazla kuru agirlik 0,68 g olarak 0,1 mg /1 TDZ igeren sivi MS
ortaminda tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Denemede farkli konsantrasyonlarda TDZ uygulamasi yapilan bitkilerin protein oranlar
hesaplanmistir. En yiiksek protein oran1 %26.96 olup 0.2 mg/l TDZ igeren sivi MS ortaminda
goriilmiistiir En diisiik protein oran1 %16.48 olup 0.6 mg/l TDZ igeren sivi MS ortaminda
kaydedilmistir.
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Sekil 4.2 Sivi1 kiiltiir MS ortamina farkli konsantrasyonlardaki TDZ hormon uygulamasinin su
mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkileri (a) 0.1 mg/l TDZ (b) 0.2 mg/l TDZ (c) 0.3 mg/l
TDZ (d) 0.4 mg/l TDZ (e) 0.5 mg/l TDZ igeren ve (f) 0.6 mg/l TDZ igeren sivi MS ortamda
bitki ¢ogaltim1

4.7. Farkh Konsantrasyonlarda BAP Hormon Uygulamasi

In vitro denemede su mercimegi bitki eksplantlar1 (40 adet) farkli konsantrasyonlardaki BAP
hormon ilavesi ile MS siv1 kiiltiir ortamlarinda (400 ml) 4 hafta siireyle kiiltiire alinmistir; 4
hafta sonra elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.11°de

verilmigtir.

Cizelge 4.11 Farkli konsantrasyonlardaki BAP hormon uygulamasinin su mercimeginin bitki

cogaltimina etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Eksplant basina bitki sayis1 (adet) Toplam
VK sd bitki sayis1 (adet)
K.O F K.O F
BAP
Hormon | 5 1072,713 103400%** 1716315,689 104000%**
Hata 12 | 0,010 16,500
Genel 17
toplam
VK sd Yas agirhik (g) Kuru agirlik (g) Protein orani (%)
K.O F K.O F K.O F
BAP 5 6,824 20650%** 0,019 264,459** 436,356 51700
Hormon
Hata 12 | 0,000 0,000 0,05
Genel 17
toplam
*#p<0.01
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Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda sivi MS kiiltlir ortamina
farkli konsantrasyonlardaki BAP hormon uygulamasinin bitki olusum orani, eksplant basina
diisen bitki sayisi, toplam bitki sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik bakimindan 0,01 diizeyinde
onemli farklilik bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Sivi kiiltir MS ortamma farkli konsantrasyonlardaki BAP hormon

uygulamasinin su mercimeginin bitki cogaltimina etkilerine ait Duncan testi sonuglari

BAP Eksplant | Toplam Yas Kuru Protein
(mg/l) basina bitki agirhk agirhk orani
bitki sayis1 | sayisi (2) (2) (%)
(adet) (adet)
0,1 3,99d 160,00d 2,89b 0,15d 28.43a
0,2 50,44a 2017,7a 3,65a 0,16d 20.45d
0,3 3,20e 128,33¢ 0,30e 0,21c 21.00d
0,4 2,78f 111,33f 0,15f 0,70e 27.72b
0,5 5,4¢ 217,00¢c 0,48d 0,24b 29.18a
0,6 5,62b 225,0 0b 0,66¢ 0,30a 26.18bc

Aynu siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede tiim BAP hormon uygulamasi yapilan sivi kiiltiir MS ortamlarinda bitki olusumu
gbzlemlenmistir. Bitki olusumu % 220 ve 4944,2 arasinda degismistir. Eksplant basina diisen
bitki sayis1 2,78 adet ve 50,44 adet arasinda degismistir. En fazla bitki sayis1 50,44 adet olup
0,2 mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda ve en az bitki sayis1 2,78 adet olarak 0,4 mg/l BAP
iceren s1ivi MS ortaminda gozlenmistir. Toplam bitki sayisi en fazla 2017,7 adet olup 0,2 mg/1
BAP igeren sivi MS ortaminda ve en az 111,33 adet olup 0,4 mg/l BAP igeren sivi MS
ortaminda elde edilmistir. Toplam bitki olusum sayis1 bakimindan sirasiyla 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5; 0,6 mg/l BAP igeren s1vi MS ortaminda 160,00; 2017,7; 128,33; 111,33; 217,00; 225,00;
adet bitki elde edilmistir (Sekil 4.3 a,b,c,d,e.f). Kiiltiire alinan eksplantlarda en az yas agirlik
0,15 g olup 0,4 mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda ve en agir bitkiler 3,65 g olup 0,2 mg/l
BAP igeren sivi MS ortaminda tespit edilmistir. Ekpslantlarda kuru agirlik hesaplamasinda en
hafif bitkiler 0,15 g olup 0,1 mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda ve en agir bitkiler ise 0,70 g
olup 0,4 mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda elde edilmistir (Cizelge 4.12). Denemede farkl
konsantrasyonlarda BAP uygulamas1 yapilan bitkilerin protein oranlar1 hesaplanmistir. En
yiiksek protein orant % 29.18 olup 0.5 mg/l BAP igeren sivi MS ortaminda goriilmiistiir En
diisiik protein oran1 % 20.45 olup 0.2 mg/l BAP iceren s1ivi MS ortaminda kaydedilmistir.
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Sekil 4.3 Sivi1 kiiltiir MS ortamina farkli konsantrasyonlardaki BAP hormon uygulamasinin su
mercimeginin bitki cogaltimina etkileri (a) 0.1 mg/l BAP (b) 0.2 mg/l BAP (c) 0.3 mg/l
BAP (d) 0.4 mg/l BAP (e) 0.5 mg/l BAP igeren ve (f) 0.6 mg/l BAP igeren sivi MS ortamda
bitki cogaltimi

4.8. Farkh konsantrasyonlarda Kinetin uygulamasi

In vitro denemede su mercimeginin bitki eksplantlar1 (40 adet) farkli konsantrasyonlardaki
kinetin hormon ilavesi ile MS siv1 kiiltiir ortamlarinda (400 ml) 4 hafta siireyle kiiltiire
alimmustir; 4 hafta sonra elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur ve sonuglar

Cizelge 4.13°da verilmistir.
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Cizelge 4.13 Farkli konsantrasyonlardaki kinetin hormon uygulamasinin su mercimeginin

bitki ¢ogaltimina etkilerine ait varyans analizi

Eksplant basina bitki sayisi (adet) Toplam
V.K od Bitki sayis1 (adet)
K.O F K.O F
Kinetin
Hormon 5 1367,854 468300** 2189274,356 458200**
Hata 12 | 0,003 4,778
Genel 17
toplam
Yas agirhk (g) Kuru agirhk (g) Protein orani (%)
V.K sd
K.O F K.O F K.O F
Kinetin 5 6,211 44040 0,44 282,622%* 683.927 234150%*
Hormon
Hata 12 | 0,000 0,00 0.006
Genel 17
Toplam
*#p<(.01

Cizelge 4.13’de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda sivi MS kiiltiir ortamina
farkli konsantrasyonlardaki BAP hormon uygulamasinin bitki olusum orani, eksplant basina
diisen bitki sayisi, toplam bitki sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik bakimindan 0,01 diizeyinde
onemli farklilik bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuclar1 Cizelge 4.14’de verilmistir.

Cizelge 4.14 Sivi kiltir MS ortamma farkli konsantrasyonlardaki kinetin hormon

uygulamasinin su mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkilerine ait Duncan testi sonuglari

Kinetin Eksplant Toplam bitki | Yas agirhk | Kuru Protein
(mg/l) basmma  bitki | sayisi (adet) (2 agirhk (g) orami (%)
sayisi (adet)

0,05 57,82a 2313,3a 4,06a 0,19d 24.68b

0,1 9,11b 364,67b 0,90b 0,39a 25.44ab
0,15 2,86f 114,67 0,24f 0,02e 26.96a

0,2 6,90c 276,33¢ 0,70d 0,24c 23.18c

0,5 3,56e 142,67¢ 0,32¢ 0,19d 26.18a
0,6 6,67d 267,00d 0,79¢ 0,29b 26.84a

Ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Denemede tiim kinetin hormon uygulamasi yapilan siv1 kiiltiir MS ortamlarinda bitki olusumu
gbzlemlenmistir. Bitki olusumu % 186,67 ve 5683,8 arasinda degismistir. Eksplant basina
diisen bitki sayis1 en fazla 57,823 adet olup 0,05 mg/I kinetin i¢eren sivi MS ortaminda ve en
az 2,86 adet 0,15 mg/I kinetin igceren s1vi Ms ortaminda elde edilmistir. Toplam bitki sayis1 en

fazla 2313,3 adet olup 0.05 mg/l kinetin iceren MS ortaminda ve en az 114,67 adet olup 0.15
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mg/l kinetin igeren sivi MS ortaminda gozlemlenmistir. Toplam bitki olusum sayisi
bakimindan sirastyla 0,05; 0,15; 0,1; 0,2; 0,5; 0,6 mg/l kinetin iceren sivi MS ortaminda
2313,3; 114,67; 364,67; 276,33; 142,67 ve 267,00 adet bitki elde edilmistir (Sekil 4.4
a,b,c,d,e,f). Kiiltiire alinan eksplantlarda en az yas agirlik miktar1 0,24 g olup 0,15 mg/l
kinetin igceren s1ivi MS ortaminda ve en agir bitkiler 4,06 g olarak 0,05 mg/I kinetin igeren sivi
MS ortaminda tespit edilmistir. Ekpslantlarda kuru agirlik hesaplanmasinda en hafif bitkiler
0,02 g olup 0,15 mg/I kinetin igeren besin ortaminda ve en agir bitkiler 0,39 g olup 0,1 mg/1
kinetin iceren sivi MS ortaminda goézlemlenmistir (Cizelge 4.14). Denemede farkl
konsantrasyonlarda kinetin uygulamasi yapilan bitkilerin protein oranlar1 hesaplanmistir. En
yiiksek protein orant %26.96 olup 0.15 mg/l kinetin iceren sivi MS ortaminda goriilmiistiir
En diisik protein orant  %23.18 olarak 0.2 mg/l kinetin igeren sivi MS ortaminda

kaydedilmistir.

Sekil 4.4 Siv1 kiiltiir MS ortamina farkli konsantrasyonlardaki kinetin hormon uygulamasinin
su mercimeginin bitki ¢ogaltimina etkileri (a) 0.05 mg/I kinetin (b) 0.15 mg/l (¢) 0.1 mg/l
kinetin (d) 0.2 mg/] kinetin (e) 0.5 mg/l kinetin (f) 0.6 mg/I kinetin i¢ceren sivi MS ortamda
bitki cogaltimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye’de akvaryum bitkilerinin {iretimi sinirli miktarda yapilmaktadir bu nedenle
yurtdisindan ithalata ve kayit dis1 bir sektdre dayanmaktadir. Akvatik bitkilerde yapilan doku
kiiltiir calismalar1 ise Tiirkiye dahil sinirh sayida iilkede yapilmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda
akvatik bitkilerden olan L. minor bitkisinin gecici daldirma sistem biyoreaktorler ile
cogaltilmas1 amaglanmistir, bu amag¢ dogrultusunda bitkinin dogal kosullarindan daha hizh
siirede ve daha cok miktarda c¢ogaltimi gerceklestirilerek iiretim sinirlar1 genisletilmeye

calisilmigtir.
5.1 L.minor Bitkisinde Yiiriitiilen Calismalar

Tirkiye’ de daha 6nceden L. minor bitkisiyle ilgili yapilmis ¢alismalar ¢cok az sayida bulunup
gecici sistem biyoreaktorlerle mikrogogaltim calismast ise bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalarin geneli agir metal atiklari gibi su Kkirliligine neden olan maddelerin su
kaynaklarindan L.minor bitkisi kullanilarak kirliliginin ortadan kaldirilmas: {izerinde

gerceklestirilmistir (Artan vd 2007, Memmon 2008).

Yiizey sterilizasyonu doku kiiltlir calismalarindaki en 6nemli asamalardan biridir. Bitkinin
yesil aksamiyla calisildiginda, yiizey sterilizasyonu igin eksplanta uygulanacak olan
kimyasallarin bitkiye zarar verme olasiligi ¢ok yiiksektir. Bu nedenle kullanilacak
kimyasallarin en az miktarda ve en kisa siirede muamelesi gerekmektedir. Kara bitkilerinin
sterilizasyonu ile ilgili literatiirde bircok calisma bulunmasina karsin su bitkilerinin yiizey
sterilizasyonu ile ilgili ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Her bitkinin yiizeysel olarak
bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve
sterilizasyon siiresi farklidir. Dolayisiyla en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon
stiresinin belirlenmesi dnemlidir. Bir eksplantin yiizey sterilizasyonu i¢in en etkili, ancak en
diisiik dezenfektan dozunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle bitkinin sterilizasyon
calismalarinda optimizasyon islemleri oldukca zordur. Sterilizasyon asamasinda ¢amasir suyu
ile sterilizasyonun saglanmasina ragmen eksplantlar zarar goérmiislerdir, buna karsin %10
H,0; ile tiim uygulamalarda bulagiklik goriilmistiir ve artirilmis %20 H,O, uygulamasiyla
farkli dk siirelerle farkli oralanlarda steril bitki elde edilmistir. Sterilizasyon asamasinda
yasanilan problemler yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda ortadan kalkmis, %20 H,O,

8 dk muamelesiyle steril eksplantlar elde edilmistir.
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Bu ¢alismada yiizey sterilizasyonu i¢in farkli konsantrasyonlarda ticari ¢camasir suyu ve H,O,
kullanilmig olup en uygun dezenfektan dozu ve uygulama siiresi belirlenmeye c¢alisilmistir.

Yiizey sterilizasyon isleminden sonra steril olan bitkilerle diger ¢calismalara devam edilmistir.

Bu c¢alismada sterilazasyona yonelik ticari ¢amasir suyu ile yapilan denemede; c¢amasir
suyunun %20 ve 10’luk konsantrasyonlarinda 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 dk bekletme uygulamalari ile
ylizey steril edilmistir. H,0, ile yapilan denemede ise %20 ve 10’luk H,0,
konsantrasyonlarinda 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 dk muamelesiyle yiizey steril edilmistir. Ticari
camasir suyu ile yapilan c¢alismalarda bulasikliga rastlanmazken bitkilerin deneme sonunda
klorofil par¢alanmasi sonucunda tamamen beyaz oldugu ve tiim eksplantlarin zarar gérdiigii
gbzlemlenmistir. H,0, ile yapilan denemede ise 4 hafta sonunda gozlemlenen eksplantlarda %
10’luk konsantrasyonunda tiim uygulamalarda bitkilerde bulagiklik goriilmiistiir. H,0, % 20
‘lik konsantrasyonunda ise bulasiklik orani diigmiistiir ve bitki materyali zarar gérmemistir.
Buna ragmen % 20 H,0, ile farkli stirelerde bulasiklik oraninda farkliliklara rastlanmistir. En
iyi sonu¢ %20 H,0, 8 dk siire sterilizasyon ile elde edilmistir. Cook vd. (1989) Kosteletzkya
virginica tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda siilfirik asit ve etanol kullanmislardir. Bir saat
H,SO4 ile muamele edilen tohumlar, ¢esme suyunda durulanmis ve % 95’lik etanolde 10
dakika bekletilmistir. Tohumlar gece boyunca steril saf suda bekletildikten sonra yine %
95’lik etanolde 5 saniye bekletilmis ve kurutulmustur. Straub vd (1989) tohumlarin yiizey
sterilizasyonunda c¢amasir suyu veya ethanol kullanilmistir. Tohumlar 15 dakika ¢amasir
suyunda bekletildikten sonra 3 defa steril saf su ile durulanmistir. Diger bir yontemde ise, %
95’ lik ethanolde 15 dakika bekletme ve durulamadan sonra kurutma uygulanmistir. Agrawal
ve Ram (1995), su kestanesi (Trapa sp.)’nin in vitro ¢imlenmesi ve mikrogogaltimi
konusunda ¢aligmislardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra embriyolar NBS (Nitsch’in temel
yar1 kat1 ortami) ortamina yerlestirilerek bitkiler elde edilmistir. Simon ve Helliwel (1998),
saf su ile klorofil a’nin olusturdugu diizeyde pH 8 den diisiik oldugunda klorofil a’nin hizli bir
sekilde fiofitin a’ya doniistiigli buna karsin pH 8 den biiyiik oldugu durumda ise hidrolize
ugrayarak fitol grubundan ayrildig1 saptanmistir. Arastiricilar bitkilerdeki klorofilin
bozulmasinin fioforbitten sonrada devam ederek renksiz {irlinlere kadar siirdiirdiigiini
gostermektedir. Sonucta kimyasal sitoplazma membrant etkilenmektedir ve yeniden
dontstiiriilemez enzim aktivitesi ile hiicrelerin metabolizmalarinda biyosentetik degisim ve
fosfolipit bozulmas1 meydana gelmektedir. Bu yiizden NaOCI bakteri ve mikroorganizmalara

kars1 etkili olmaktadir.
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Bu calismada ylizey sterilizasyonu yapilan bitkilerde uygun pH araliginin belirlenmesi i¢in
calismalar yapilmistir. Bitki i¢cin pH optimizasyonun yapilmasi uzun zaman almistir.
Optimizasyonun yapilabilmesi amaciyla farkli pH derecelerinde (pH 5, 6, 7, 7.23, 8 ve 9)
bitkiler distile suda Erlen Meyerler igerisine alinarak ¢alkalamali ve ¢alkalamasiz ortamda 1
hafta siireyle gozlemlenmislerdir. Materyal calkalamali ortam i¢in 190 rpm ve 28°C’de
karanlik ortamda calkalayici igersine yerlestirilmistir. Calkalamasiz ortam i¢in ise 1 hafta
stiresince Erlen Meyerler igerisinde iklim odasinda bekletilmistir. Sonug olarak bitki i¢in en
uygun pH araliginin 7.23 de calkalamali ortamda oldugu saptanmistir. Denemede pH 8 ve 9
‘de bitki sayisinin pH 7.23 e gore daha az oldugu, pH 7.23 den diisiik pH derecelerinde ise
bitkinin gelisemedigi ve ¢ogaltiminin gergeklesmedigi gozlemlenmistir. Bu nedenle optimum
pH araliginin bitki ¢ogaltimi {izerinde etkisi oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Kim ve
Jang (2004) Drosera peltata bitkisinin mikrogogaltim c¢aligsmalarinda pH 3.7, 4.7, 5.7 ve 6.7
degerleri ve 3% (w/v) sukroz igeren 1/2 MS ortami kullanilmistir. Bitkinin mikrogogaltimi
icin en uygun degeri pH 5.7 olarak belirlemislerdir Perica and Berljak (1996)’da Drosera
spatulata Labill bitkisinin mikrogogaltiminda pH ‘in etkili bir faktér oldugunu saptamislardir.
Simola (1978) Drosera rotundifolia L. bitkisinin mikrogogaltimda en etkili degerin pH 6.00

oldugunu tespit etmiglerdir.

Bitki icin uygun pH derecesi belirlendikten sonra bitkilerin GDS biyoreaktor igersinde hizl
cogaltimi i¢in kullanilacak olan sivi  kiiltir ortaminda uygun MS ve seker
konsantrasyonlarinin saptanmasi i¢in ¢aligmalar yapilmistir. GDS biyoreaktorler iginde i
MS, 2 MS, MS ve 30 gr sukroz igeren ve icermeyen ortamlarda kiiltiire almmustir. i1k basta
biyoreaktorler icersinde 300 ml ve 350 ml siv1 kiiltiir ortami kullanilmistir ancak 2 hafta
sonunda bitkilerin tamamen beyazlastig1 goriilmiistiir. Bu miktarlarda sivi1 kiiltiir ortaminda
bitkilerin yeterli besini alamadiklarindan gelisimlerinin yetersiz oldugu gézlemlenmistir. Bu
nedenle sivi kiiltiir ortaminin miktart 410 ml olarak arttirllmigtir. Sivi kiiltlir ortaminin
optimizasyon sonuglarina gore en iy1 bitki ¢ogaltim yiizdesi (%90) ve toplam bitki olusum
sayis1 (38.00 adet) MS/4 sekerli sivi kiiltliir ortaminda saptanmistir. Kullanilacak olan sivi
kiiltlir  ortaminin  igerdigi kimyasal maddelerin ve konsantrasyonlarinin, bitkinin
mikrogogaltiminda etkili oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Houllou-Kido vd. (2009)
Nopalea cochenilifera bitkisinin heterotrofik ve fotoototrofik ortamda mikrogogaltimini
yapmislardir. Mikrogogaltim i¢in kullanilacak MS ortamina % 3 (w/v) sukroz, % 0.8 (w/v)
agar ,1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA ilave etmiglerdir. Deneme sonunda sukroz igeren
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ortamlarda  igermeyen ortamlara goére 10 kat daha fazla mikrogogaltim gergeklestigi

gOriilmiistiir.

Sivi kiltiir ortammin seker ve MS konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra bitkinin hizl
cogaltimi iizerine farkli dozlarda TDZ, BAP ve kinetin uygulamalarinin etkileri saptanmistir.
Calismalarda farkli oranlarda (0,05-0,6mg/l) kinetin uygulanmasinda, BAP ve TDZ
uygulamalarina gore daha fazla eksplant basina diisen bitki sayis1 (57,823 adet) ve toplam
bitki sayis1 (2313,3 adet) elde edildigi gozlemlenmistir. Elde edilen bitki sayis1 ve ¢ogaltim
oran1 yiiksek olmasma karsin bitkilerin mat renkte ve sagliksiz olduklar1 gorilmis ve
bitkilerde hiperhidrisiti oldugu saptanmigtir. Diger bir ¢alismada ise farkli dozlarda (0,1-0,6
mg/l) TDZ uygulamasi yapilmis ve en fazla bitki sayis1 (949,67 adet) 0,1 mg/l TDZ iceren
stvi kiiltiir ortaminda kaydedilmistir. TDZ ilavesiyle yapilan hizli ¢ogaltim c¢aligmasinda bitki
cogaltim sayist ve eksplant basina diisen bitki ylizdesi yiiksek olmasina karsin, farkl
dozlardaki BAP uygulamasina gore daha sagliksiz ve yaprak boyutlari daha kiigiik bitkiler
olustugu goézlemlenmistir. Daha sonra sivi kiiltiir ortamlarina farkli dozlarda (0,1-0,6 mg/l)
BAP hormon uygulamasi yapilmistir. Denemede en fazla eksplant basina diisen bitki sayist
(50,44 adet) ve en fazla toplam bitki sayis1 (2017,7 adet) 0,2 mg /1 BAP konsantrasyonda elde
edilmigtir. Bitkilerin tamami yesil ve sagliklidir. Ayrica bitkilerde hiperhidrisitiye

rastlanmamustir.

Tez kapsaminda uygulanan farkli dozlardaki bitki biiyiime diizenleyicilerin (BAP, kinetin ve
TDZ) bitki mikrogogaltimi iizerinde etkileri oldugu saptanmistir. Hormon ilavesi olmadan
yapilan mikrogogaltim denemelerinde herhangi bir hiperhidrisitiye rastlanmazken TDZ ve
kinetinin farkli konsantrasyonlarinda bitkilerde hiperhidrisiti gozlemlenmistir. Cogaltimi
gerceklesen bitkilerde hiperhidrisiti gézlenmesinin nedeni, sivi kiiltiir ortamina ilave edilen

bitki biiyiime diizenleyicilerin varligina ve konsantrasyonlarina baglanmaktadir.

Bu c¢alismada mikrocaogaltimi yapilmis kurutulmus bitkiler iizerinde farkli sitokinin
konsantrasyonlarinin bitkinin protein oranina etkilerinin belirlenmesi amaciyla bitkide
Kjeldahl yontemi ile protein ve azot tayini gerceklestirilmistir. Literatiir taramasinda bu
yontemle daha once L.minor bitkisinin protein ve azot tayini yapilmadigr goriilmiistiir.
Denemelerde bitki biiylime diizenleyicilerin eklendigi ortamlardan alinan bitki 6rnekleri ile
yapilan protein tayininde, 0,5 mg/l BAP uygulamasi sonucu elde edilen bitkilerde %29,18
protein miktari, 0,5 mg/l TDZ uygulamasi sonucunda % 27,72 oraninda protein miktar1 ve
0,15 mg/l kinetin uygulamasi sonucunda % 26,96 oraninda protein miktar1 saptanmistir.

Stewart vd (1952) havu¢ (Daucus carota L.) ile yapilan in vitro ¢alismada biyoreaktor
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icerisinde gelisen bitkilerde oksijen eksikliginden dolay1r kék uzamalarinda olumsuz etki
saptamiglardir. Bu sorunu gidermek ve ortamdaki O, dengesini saglamak amaciyla
‘Auxophyton’ igeren biyoreaktorlerde eksplantlar kiiltiire alinarak stirekli hava girisi
saglanmis olup kok uzamasinda olumlu etkiler gozlenmistir. Bitkide yapilan yas agirlik
Olctimlerinde 20 giin sonunda, bitkinin agirliginin 2,6 kat arttig1 kaydedilmistir. Escalant vd
(1994) muz bitkisinin gegici daldirma sistem biyoreaktorler ile mikrogogaltimini
gerceklestirmis ve buradan elde edilen sonuglari, muz bitkisinin agar kullanilan kati1 besin
ortaminda yapilan mikrogogaltim deneme sonuglar ile karsilagtirmislardir. GDS biyoreaktor
icersinde kiiltiire alinan eksplantlarda 2 ay sonra olugsan somatik embriyolarin sayis1 1375 adet
kaydedilirken agar iceren kat1 ortamdaki embriyo sayisinin 450 oldugu saptanmistir. Sonug
olarak biyoreaktor uygulamasi ile yapilan mikrogogaltimda bitki olusum yiizdesi, agarh
ortamda gerceklestirilen mikrogogaltimdaki bitki olusum yiizdesinden 3,05 kat daha fazla
oldugu kaydedilmistir. Denemede 6 ay sonunda yar1 kati besin ortaminda yapilan
mikrogogaltimla elde edilen sonuglara kiyasla GDS biyoreaktorlerle yapilan mikrogogaltimda

% 60 -70 oraninda daha fazla somatik embriyo tiretimi saglanmistir.

Sonug olarak bu caligmada L. minor bitkisinin gecici daldirma sistem biyoreaktorler ile
cogaltim1 basariyla gergeklestirilmis olup bitki dogal ortamindan daha kisa siirede ve daha
fazla sayida iiretilmistir. Uretim asamasinda olusabilecek olumsuz riskler laboratuar
kosullarinda tamamen ortadan kaldirilmistir ve kontrollii bir sekilde gerceklestirilmistir.
Mikrogogaltimi sirasinda kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerin bitki protein oranina
olumsuz bir etkisinin olmadigi belirlenmis ve bitkinin protein oraninda artisa sebep oldugu

gorilmiistiir.

Son yillarda akvatik bitkilerle ilgili ¢aligmalar hiz kazanmis olsa bile 6zellikle Tiirkiye’de bu
alandaki ¢aligmalarla ilgili 6nemli bir acigin oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle akuatik
bitkilerle 6zellikle doku kiiltiir ¢alismalari ¢ok Onem kazanmaktadir. L. minor bitkisiyle
yapilan bu ¢alismanin, akvatik bitkilerdeki hizli1 ve yogun iiretime katki saglayacagi ve ileride

yapilacak olan akvatik bitki biyoteknolojisi ¢calismalarina katki saglayacagi diistiniilmektedir
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