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In Vitro Rekabetin Keten (Linum usitatissimum L.) Hipokotil
Eksplantlarindan Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

OZET

Bu calisma, in vitro rekabet ve stress arasindaki iliskileri ve bunlarin keten
hipokotillerinin doku kiiltiirii tepkisine olan etkilerini arastirmak ic¢in yapilmistir.
Kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra hipokotil yas ve kuru agirliklari, siirgiin
rejenerasyon yiizdesi, hipokotil basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve petride
gelisen toplam siirglin sayis1 kaydedilmistir. Sonuglar, eksplantlar arasindaki
mesafeyi daraltarak onlarin rekabete tesvik edilmesinin silirglin rejenerasyon
kapasitesini bir noktaya kadar artirdigini, bundan sonra baslayan stresin biitiin
parametrelerde Onemli diislislere neden oldugunu gostermistir. 1.0 cm’lik aralik
mesafelerde kiiltiire alinan eksplantlar, doku kiiltiirii tepkisi bakimindan en yiiksek
sonuglart vermistir. Bu nedenle, in vitro’da eksplantlar arasindaki rekabetten

faydalanilmas1 diger tiirlerde doku kiiltiirii caligsmalarinin basarisini artirabilir.

Anahtar Kelimeler: Keten, hipokotil, in vitro rekabet, siirgiin rejenerasyonu
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The Effect of In Vitro Competition on Shoot Regeneration
from Hypocotyl Explants of Flax (Linum usitatissimum L.)

ABSTRACT

This study was carried out to investigate the relationship between in vitro
competition and stress and their effects on tissue culture response of hypocotyls of
flax. Six weeks after culture initiation, hypocotyl fresh and dry weights, shoot
regeneration percentage, shoot number per hypocotyl, shoot length and total shoot
number per Petri dish were recorded. The results showed that encouraging explants
for competition by decreasing the intervals among them increased shoot regeneration
capacity till a certain point from where stress initiated and significant decreases in all
parameters were observed. Explants cultured at 1.0 cm interval gave rise to the
highest scores with respect to tissue culture response. Therefore, utilizing
competition among explants in vifro may increase the success of tissue culture

studies in other species.

Key Words: Flax, hypocotyl, in vitro competition, shoot regeneration
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1. GIRIS

Diinya niifusunun yillik %1.5'lik artigla 2020 yilinda 8 milyar, 2050 yilinda da 11
milyar olacagi tahmin edilmektedir (Vasil 1998). Giinlimiizde tarim yapilan alanlar
diinya yiizeyinin %3"'inii olusturmaktadir. Ancak, islenen alanlar erozyon,
tuzlulagma, asitlesme, yogun tarim ve asirt otlatma gibi nedenlerle hizla
daralmaktadir. Tiim bu faktorler artan niifusun da etkisiyle 2050 yilina kadar 0.26
hektar olan kisi basina islenen alanin 0.15 hektara diismesine neden olacagi
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, modern tarim igin gerekli su kaynaklarinin
bulunmasi; artan su tiiketimi ve sularin giderek kirlenmesi nedeniyle zorlasacaktir

(Vasil 1998).

Diinyanin niifus bakimimdan en yogun olan bdlgelerindeki gida maddesi ihtiyaci
2025 yilinda ikiye katlanmasi beklenmektedir (Vasil 1998). Halen, gida maddeleri
tretiminde klasik 1slah ya da islenen alanlarin artirilmasi yoluyla meydana gelecek

artisin bu ihtiyaci karsilamas1 miimkiin goriillmemektedir.

Bir yandan diinya niifusunun her gecen giin arttig1, 6te yandan tarimda kullanilan
alanlarin son siniria dayandig diisiiniildiigiinde, verim artisinin gelecekte de devam
etmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Aslinda yapilan arastirmalar, bugiinkii verim
diizeyinin potansiyel verimin ¢ok altinda oldugunu gostermektedir. O halde,
potansiyel verim diizeyine ulasabilmek icin bitkilerin genetik yapilarinin
tyilestirilmesi gerekir. Ancak, klasik bitki 1slahinda, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik basta olmak tizere bitkilerin diger tarimsal 6zelliklerini iyilestirmede
birgok sinirlamalarla karsilagiimaktadir. Aralarinda melezleme yapilabildigi tiir

sayisinin azligi, yapilan melezlemelerde istenen karakterlerle birlikte istenmeyen



Ozelliklerin de birlikte gegisinin engellenememesi, istenmeyen karakterlerin geri
melezleme yoluyla elimine edilmesinin ¢ok uzun zaman almasi klasik bitki 1slahinin
onemli dezavantajlar1 arasindadir (Ozcan ve Ozgen 1996). Bu yiizden, verim artis1
saglamak icin klasik bitki 1slah1 programlarini tamamlayan ve destekleyen g¢evreyle
dost biyoteknolojik  yontemlerin  kullanilmas1  zorunludur. Bitki  genetik
miihendisliginin son yillardaki basarili uygulamalariyla, bir bitkinin orijinal karakteri
degistirilmeden bir veya birden fazla gen yiiksek verimli g¢esitlere kolayca

aktarilabilmektedir.

Linaceae familyasinda yer alan Linum L. cinsi daha ¢ok Akdeniz havzasi olmak
tizere, Amerika’nin giineybatis1 ve kuzeyinde, Asya’nin 1liman ve subtropikal
bolgelerinde yayilis gosterir ve 200 kadar tiirii kapsamaktadir. Bu tiire daha ¢ok

Anadolu ve Balkanlar’da rastlanmaktadir (Davis 1965).

Linum ekonomik acidan 6nemli bir cinsdir. Ozellikle L. wusitatissimum L. tiiriiniin
yaygin olarak ekimi yapilir ve gévdesinden elde edilen sklerankima lifleri tekstil
sanayinde keten ipligi yapiminda kullanilir. Tohumlarindan elde edilen bezir yagi
gecmiste sofralik yag olarak ve giiniimiizde de boya sanayinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Davis 1967).

Keten tohumu genel olarak Hindistan, Misir, Brezilya, Kanada, Arjantin, Amerika,
Rusya, Hollanda ve Avrupa’nin cesitli yerlerinde iiretilmektedir. Linum tiirlerine
cogunlukla Balkanlar ve Anadoluda rastlanmaktadir. Linum tiirleri bakimindan
Tiirkiye ¢ok zengin bir lilkedir. Yurdumuzda son yillarda bulunan bir tiirle beraber
39 tiire rastlanmaktadir (Giiner vd. 2000). Tiirkiye’de de Karadeniz, Marmara, Ege
ve I¢ Anadolu bélgelerinde kiiltiirii yapilmaktadir. Bitkinin tibbi amaclarla

kullanimina Eski Misir’da rastlanmaktadir (Wallis 1967, Baytop 1996).



Keten tohumu baslica bilesen olarak lignanlar, 6zellikle de sekoizolarisirezinol
diglukozit tagimasima ilaveten a-linolenik asit ve lif acisindan da zengindir.
Lignanlar, antikarsinojenik aktiviteye sahip enterodiol ve enterolakton bilesiklerinin
on maddeleridir ve memeli lignanlar1 olarak da bilinirler. Keten tohumu yiyecek
olarak alindiginda icindeki lignanlar insanlarda barsak florasi tarafindan enterediol
ve enterolaktona donistliriilir. Keten tohumu lignan iceriginden dolayi
antikarsinojenik etkiye sahiptir ve besleyici 6zelligi vardir (Degenhardt vd. 2002,

Rafaelli vd. 2002).

Son zamanlarda, kanser kemoterpisinde podofilotoksinden tiireyen lignanlar
kullanilmaktadir. Podofilotoksin bazilar1 tehlike altinda olan ve dogal ortamindan
toplanarak elde edilen Podophyllum tiirlerinden izole edilmektedir. Podofilotoksin ve
bundan tiireyen lignanlar ic¢in alternatif kaynak, Linum ve Podophyllum turlerinin
hiicre kiiltiirleri olabilir. Bu hiicre kiiltiirleri yiliksek miktarda podofilotoksin ve 5-
metoksi podofilotoksin iiretmektedir. Lignanlar, ¢ok genis cesitlilikte biyolojik
aktiviteye sahiptir. Ornegin, bugday, cavdar veya keten tohumunda bulunan ve
memeli lignanlar1 olarak da adlandirilan enterolaktonlar hormon-bagimli kanserlere
kars1 fitoostrojenik aktiviteleri sayesinde koruyucu etki gosterirler. Podofilotoksin
ve bunun tiirevi lignanlar sitotoksik ve antiviral aktiviteye sahiptir. Podofilotoksin
papilloma viriisiinlin sebep oldugu genital organ tiimorlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Podofilotoksin mikrotibiillere baglanarak hiicre ¢gogalmasini inhibe
ettigi i¢in kanser tedavinde kullanilir. Podofilotoksinin yari sentetik tiirevi olan
tenipozit etopzit ve ethopospos kanser tedavisinde kulanilmaktadir (Petersen ve

Alfermann 2001).



In vitro kiltiirde bitki rejenerasyonu gen aktariminin ilk kosuludur (Jordan ve Mc
Hughen 1988, Dong ve Mc Hughen 1993). Transgenik bitkilerin elde edilmesine
bitki rejenerasyonu, rejenerasyon yetenegine sahip eksplantlarin sec¢imi, kiiltiir
sartlar1 ve gen aktarim yontemi gibi birgok faktor etkilidir. Gen aktariminda yiiksek

basar1 saglanabilmesi i¢in adventif siirgiin sayisinin yiliksek olmasi gerekmektedir.

Keten invitro sartlarda hipokotil eksplantlarin siirgiin rejenerasyonu ve tam bitki elde

edilmesi basarilmistir (Murray vd. 1977).

Tarla sartlarinda stres ve rekebetin bitkiler lizerine etkileri konusunda yapilmis pek
cok arastirma bulunmaktadir. Bitkiler aralarinda toprak iizerinde yaprak ve saplariyla
151k i¢in, toprak altinda da kokleriyle su ve besin maddesi i¢in rekebet ederler
(Wilson 1988, McPhee and Aarssen 2001). Bu tez calismasi in vitro sartlarda kiiltiire
alman eksplantlar arasinda benzer bir rekabet ve stresin bulunup bulunmadigim
arastirmak, eger boyle bir durum varsa, bunun siirgiin rejenerasyonu iizerine

etkilerini belirlemek amaciyla planlanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Nichterlein vd. (1989) ve Sun ve Fu (1981), ketende, anter kiiltiiri teknigi
kullanilarak farkli genotiplerden haploid bitkiler elde etmislerdir. Ancak, anter
kiltliriine oranla mikrospor kiiltiirii baz1 avantajlara sahiptir. Mikrospor kiiltiirii
yoluyla haploid bitki elde edilmesinde, haploid hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiirii daha

basarilidir. Bu yontemde elde edilen bitkilerin haploid olma olasilig1 ¢cok yiiksektir.

Millam vd. (1992), keten hipokotil eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu
lizerine maltoz, sukroz ve sellebioz gibi karbonhidratlarinin etkisini arastirmiglardir.
In vitro kiiltiirde sukroz, eksplantlarin karbonhidrat ihtiyacini kargilamak amaciyla en
cok kullanilan karbon kaynagidir. Arastirma sonucunda, yiiksek sukroz oranlarinda
kok gelisimi en yiliksek bulunmustur. Sellobiozun etkisi ise sukrozdan daha zayif

goriilmistiir. 58 mM sukroz kullanildiginda en 1yi siirgiin gelisimi saglanmistir.

Dong ve McHughen (1993), p35S GUS INT plazmidini tasiyan GV2260 A.
tumefaciens hattin1 keten bitkisine gen aktarmak amaciyla kullanmiglardir. p35S
GUS INT plazmidinde bulunan GUS geni CaMV 35S promotdrii tarafindan kontrol
edilirken, secici NPT-II markoér geni NOS promotorii tarafindan kontrol
edilmektedir. Inokiilasyon neticesinde 37 adet transgenik keten bitkisi elde edilmistir.
Bu bitkilerin histokimyasal GUS analizleri sonucunda, bitkilerin govde ve

yapraklarinda yiiksek oranlarda GUS aktivitesi gézlenmistir.

Nichterlein ve Friedt (1993), ketende ebriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu i¢in
mikrospor kiiltlirii yontemini kullanmigslardir. Sivi ortamda iki farkli sicaklikta
kiiltiire alinan mikrosprolardan bir kismi kallus olustururken, bir kisminda direk

embriyo olusumu gozlenmistir. Kallus olusturan mikrosporlarin kalluslar1 1 mg/I



zeatin igeren kati ortamlara aktarilarak siirglin rejenerasyonu saglanmistir. Daha
sonra IAA igeren ortamlarda koklendirilen siirgiinler, dnce vermikulite, oradan da

topraga sasirtilmistir. Bitkilerin ¢ogu serada basarili sekilde olgunlagmistir.

Bretagne vd.(1994), iki liflik ve bir yaglik keten ¢esidinde thidiazuron, BAP ve
zeatin sitokininlerinin hipokotil, kotiledon ve apeks eksplantlarinda siirgiin
rejenerasyonu lizerine etkisini aragtirmiglardir. Bu {¢ sitokinin kaynaginin
rejenerasyon iizerine olan etkisi gerek yalniz, gerekse NAA, IAA ve 2,4-D ile birlikte
incelenmistir. Arastirma sonucunda kotiledon eksplantlar1 kok olustururken, apeksten
gen aktarimi icin gerekli seviyede slirglin rejenerasyonu elde edilememistir. En iyi
siirgiin rejenerasyonu 0.1 uM thidiazuron ve 0.01 pM NAA birlikte kullanildig
hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir. Arastiricilara  gore, thidiazuron
kullanilarak saglanan siirgiin rejenerasyonu daha once bildirilen sonuglardan 3-4 kat

fazla bulunmustur.

Mlynarova vd. (1994), agar ortaminda c¢imlendirilen keten tohumlarindan elde
ettikleri hipokotil parcalarini binary pBI121 plazmidini iceren LBA 4404 A
tiimefaciens strayni ile inokiile ederek kisa siirede, yiiksek frekansta transgenik keten
bitkileri elde etmislerdir. Elde edilen 47 adet bitkiden 19 tanesi gelisme gostererek
kanamisin igeren besin ortaminda kallus {iretmislerdir. Bu 19 adet bitkinin
yapraklarinda GUS akivitesi gozlenirken, PCR ile de GUS geninin bitkilerin

genomuyla biitiinlestigi teyit edilmistir.

Yildiz (2000), Ariane ve Verne keten cesitlerine ait hipokotil eksplantlarini
kullanarak yaptig1 arastirmasinda, sirasiyla siirgiin rejenerasyon ylizdesini %25.00 ve
9%22.50, hipkotil basina siirgiin sayisini 2.10 ve 2.60, petride gelisen siirgiin sayisini

ise 5.25 ve 5.85 olarak belirlemistir.



Yildiz vd. (2002), Madaras, 1886 Sel. ve Omega cesitlerine ait olup, in vitro ve
serada yetistirilen fidelerden alinan hipokotil ve sap eksplantlarini, siirgiin veren
eksplant yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayis1 ve petrideki toplam siirgiin sayisi
bakimindan karsilastirmislardir. Eksplantlar arasinda hipokotil en iyi rejenerasyonu
vermistir. Eksplant kaynagi olarak in vitro yetistirilen fideler, serada yetistirilen

fidelere gore daha uygun bulunmustur.

Yildiz ve Er (2002a), yaptiklar1 calismada sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltilerinin
konsantrasyon (%40, %60 ve %80) ve sicakliklarinin (0, 10, 20, and 30°C) tohum
¢imlenmesi, in vitro canlilik, keten fidelerinin gelisimi ve hipokotil eksplantlarinin
rejenerasyon kapasitesi iizerine etkisini belirlemislerdir. Sonuglar, tohum
cimlenmesi, fide gelisimi ve siirgiin rejenerasyonunun dezenfektanin artan
konsantrasyon ve sicakligindan olumsuz etkilendigini gostermistir. Fide gelisimi ve
siirglin rejenerasyonunda en iyi sonuglar, %40’lik konsantrasyondaki dezenfektanin

10°C sicaklikta kullanilmasiyla elde edilmistir.

Yildiz ve Er (2002b), yaptiklar1 arastirmada, keten bitkisinin hipokotil
eksplantlarinda, epidermis tabakasi soyularak yaralanan yiizeyin genisletilmesi ile
Agrobacterium inokulasyonundan sonra transgenik olmaya aday siirgiin frekansinin
artirtlmas1 amacglamislardir. Soyulmamis hipokotil eksplantlarinda kallus agirligi,
stirgiin olusturan hipokotil ylizdesi, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve petrideki siirgiin
sayist sirasiyla 0.8 g, %40, 4.24 adet ve 16.96 adet olarak belirlenmistir. Diger
taraftan, epidermis tabakasi soyuldugunda, kallus agirligi, siirgiin olusturan hipokotil
yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayis1 ve petrideki siirgiin sayist sirastyla 1.35 g,

%358.75, 8.15 adet ve 47.88 adete ylikselmistir.



Yildiz vd. (2003), yurt disindan getirilen {i¢ keten ¢esidini kullanarak yaptiklari
caligmada, steril edilen tohumlardan gelisen farkli yaslardaki (7, 12, 17 giin)
fidelerden elde edilen hipokotil parcalar1 agar ve phytagel ile katilastirilan MS ve B-
5 ortamlarinda siirgiin rejenerasyonuna almiglardir. Sonugta, en yiiksek siirgiin
rejenerasyon ylizdesi her ii¢ ¢esitte ve tiim ortamlarda 12 giinliik fidelerden alinan
hipokotil eksplantlarindan elde edilirken; eksplant basina siirgiin sayis1 ve petride
gelisen toplam siirgiin sayis1 bakimindan en yiliksek degerler denemeye alinan fi¢
cesitte de ortam olarak MS ve katilastiric1 olarak agarin kullanildigi 7 giinliik

fidelerden alinan hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.

Yildiz ve Ozgen (2004), ii¢ keten ¢esidinde, 1 mg/l BAP (6-benzylaminopurine) and
0.02 mg/l NAA (naphthaleneacetic acid) igceren MS ortaminda, hipokotil pargalarinin
su igerisine gegici olarak daldirilmasimin in vitro eksplant gelisimi ve siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla bir calisma yiiriitmiislerdir. Su ile
muamele edilen hipokotil eksplantlarinin siirglin rejenerasyon yiizdesi, hipokotil
basina siirgiin sayisi, slirglin uzunlugu, petri basina siirgiin sayisi, basarili koklenme
ve bitkicik olusumu bakimindan en yiliksek degerleri verdigi gozlenmistir. Bu

yontemin, in vitro kiiltiire alinan diger tiirler icin de uygulanabilecegi vurgulanmustir.

Yildiz vd. (2005), son yillarda siirgiin rejenerasyonunu artirmada yaygin olarak
kullanilan TDZ’nin (thidiazuron) keten hipokotil eksplantlarindan siirglin gelisimi
lizerine olan etkisini BAP ve NAA ile karsilastirmislardir. Ozellikle gen aktarimi
yapildiktan sonra, gen aktarilmis dokulardan transgenik siirgilinlerin rejenerasyonu
son derece dnemlidir. Basarili bir gen aktarimi i¢in adventif siirgiin rejenerasyonunun
ve Ozellikle de eksplant basina rejenere olan siirglin sayisinin yiiksek olmasi

gerekmektedir. Keten hipokotil eksplantlarindan yiiksek adventif siirgiin elde etmek



i¢in rejenerasyon ortaminda yaygin olarak BAP ve NAA kullanilmaktadir. Farkli
TDZ dozlan (1, 2, 4 ve 8 mg/l) arasinda; siirgiin rejenerasyon orani, eksplant basina
siirglin sayis1t ve petri basina toplam siirgiin sayis1 bakimindan en uygun dozun 2

mg/l oldugu belirlenmis ve TDZ dozlar1 BAP ve NAA ile karsilastirilmistir.

Yildiz ve Ozgen (2006), benzylaminopurine (BAP), naphtalene acetic acid (NAA) ve
thidiazuron (TDZ) un farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinin {i¢ keten ¢esidinin
hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu iizerine olan etkisi arastirmiglardir.
Bitki rejenerasyonu, biyoteknolojide transgenik bitkilerin elde edilmesinde sinirlayici
onemli bir faktordiir. Keten (Linum usitatissimum L.), yiiksek kaliteli kuruyan yag:
ve lifi nedeniyle Onemli bitkilerden biridir. Keten bitkileri, in vitro teknikler
kullanilarak hipokotil kisimlarindan kolaylikla rejenere olmaktadir. En iyi sonuglar, 1
mg/l BAP ve 0.02 mg/l NAA igeren MS ortamindan; Madaras, 1886 Sel. ve Clarck
cesitlerinde sirasiyla eksplant agirliginda 1054, 944 ve 800 mg, siirgiin
rejenerasyonunda %100.0, %96.7 ve %70.0, eksplant basina siirgiin sayisinda 9.8,
9.8 ve 15.4, petri basina toplam siirgiin sayisinda 98.0, 96.0 ve 108.0 olarak elde
edilmistir. 1 mg/I’'nin ilizerinde artan TDZ dozlari, eksplant {izerinde toksik etki
gistermis ve siirglin rejenerasyon frekanst onemli derecede diigmiistiir. TDZ nin

ketenin in vtiro kiiltiiriinde yalniz bagina kullanilmasi 6nerilmemistir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilacak tiim kimyasal maddeler Sigma Chemical Co., Merck ya da

Duchefa’dan temin edilmistir.
3.2. Keten Bitki Materyali

Calismada bitki materyali olarak kullanilan Ariane (liflik) ve Verne (yaglik) keten
cesitlerine ait tohumlar A.B.D.’nin Kuzey Dakota eyaletinde bulunan "Northern

Crop Science Laboratories"den saglanmistir.
3.3. Metot
3.3.1. Biiyiime ortamu ve kiiltiir kosullari

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1)
ile %3 sukroz igeren ve %0.7’lik agar (Type A) ile katilastirilan temel besin ortami
(MSO0) kullanilmistir. Ortam hazirliginda distile saf su kullanilmis, gerektiginde besin
ortamina farkli konsantrasyonlarda bitki biliylime diizenleyicileri ilave edilmistir.
Besin ortaminin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan
sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon
saglanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (27 umol m > s ') altinda 16 saat 151k
ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta 24°C’de tutulmustur. Her muamele, igerisinde 11
adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirli 100x10 mm’lik petri kutularindan

olusmustur.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige ve Skoog) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari
Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
Makro Elementler NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
KH,PO, 170
Mikro Elementler Kl 0.83
H;BO; 6.2
MHSO4.4H20 22.3
ZHSO4.7H20 8.6
Na,Mo00,.2H,0 0.25
CuS0,4.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeS0,.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCl 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2

3.3.2. Keten tohumlarinin in vitro’da ¢imlendirilmesi

Tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in manyetik karistirict tizerinde 10°C’lik sicakliga
sahip %40’lik ticari camasir suyu icerisinde 10-15" calkalandiktan sonra, ayni
sicakliga sahip steril saf su ile 3 kez durulanmistir (Yildiz ve Er 2002). Steril edilen
tohumlar yine steril Magenta kaplar icerisinde, %3 sukroz igeren ve %0.7’lik agar
ile katilagtirllan MS besin ortaminda, 24°C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik

fotoperiyotta ¢cimlendirilmistir.
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3.3.3. Hipokotil eksplantlarinin in vitro’da elde edilen steril keten fidelerinden

izolasyonu

7-10 giinliik steril fidelerin hipokotil kisimlari (Sekil 3.1) 5 mm uzunlugunda
parcalara ayrilarak rejenerasyon ortamina her petride 11 adet olmak iizere farkli 4

aralik mesafede (0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm) yerkestirilmistir (Sekil 3.2).

Kotiledon

Hipokotil

Sekil 3.1. In vitro gelisen keten fidesi (Y1ldiz 2000)
3.3.4. Hipokotil eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Biitin doku kiiltlirii ¢aligmalar1 steril kabin igerisinde yapilmigtir. Siirgiin
rejenerasyon ortamima 1.00 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP) ve 0.02 mg/l

naphthalene acetic acid (NAA) konulmustur.
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Kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra petrilerde hipokotil yas agirlig1 (g), hipokotil
kuru agirlig (g), siirgiin rejenerasyonu (%), hipokotil eskplanti basina siirgiin sayisi
(adet), slirglin uzunlugu (cm) ve petride gelisen toplam siirgliin sayisi (adet)

belirlenmistir.

.
NERN

d

Sekil 3.2. Siirglin rejenerasyonu igin kiiltiire alinan hipokotil eksplantlariin farkli

C

aralik mesafelerde petriye yerlestirilmesi. a. 0.5 cm, b. 1.0 cm, ¢. 1.5 cm

ved. 2.0 cm
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3.4. istatistiksel Degerlendirmeler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus, her muamele
igerisinde 11 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii 100x10 mm’lik petri
kaplarindan olusmustur. Elde edilen veriler "SPSS for Windows" programi
yardimiyla varyans analizine tabi tutulmus, muamele ortalamalar1 MSTAT-C
bilgisayar programi kullanilarak Duncan testi ile karsilastirilmistir. Yiizde degerler,
istatistik analizinden Once "arcsin" degerlerine g¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran

1967).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Ketenin in vitro kiiltiiriinde en uygun eksplantin hipokotil (Millam vd. 1992, Dong
ve Mc Hughen 1993, Yildiz 2000, Yildiz ve Er 2002a, Y1ldiz ve Ozgen 2004) ve en
1yi bitki bliylime diizenleyicileri kombinasyonunun da 1 mg/l BAP ve 0.02 mg/l
NAA (Dong ve McHughen 1993, Yildiz ve Er 2002a, Yildiz ve Ozgen 2004) oldugu
daha once yapilan aragtirmalarla vurgulanmistir. Ketende kallus gelisimi ve adventif
siirgiin olusumu BAP’nin 1 mg/l dozuna kadar artmakta, bunun iizerindeki BAP
dozlarinda keskin diistisler gostermektedir (Xiang-can vd. 1989). Tim bu
nedenlerden dolayi, tez calismasinda eksplant kaynagi olarak hipokotil ve siirgiin
regenerasyon ortami olarak da 1 mg/l BAP ve 0.02 mg/l NAA iceren MS besin

ortami kullanilmistir.

Arastirmada Ariane ve Verne keten (Linum usitatissimum L.) gesitlerinde petride
farkli aralik mesafelerde (0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm) Kkiiltiire alinan hipokotil
eksplantlarinda 4 hafta sonunda eksplant yas agirlig1, eksplant kuru agirligs, siirgiin
rejenerasyon yiizdesi, hipokotil basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve petride

gelisen toplam siirgiin sayis1 gibi parametreler incelenmistir.

4.1. Ariane Keten Cesidinde Farkhh Arallk Mesafelerde Kiiltiire Aliman

Hipokotil Eksplantlarina Ait Doku Kiiltiirii Tepkileri

Farkl aralik mesafelerin hipokotil eksplantlarinin yas agirligi, kuru agirligi, hipokotil
basina siirglin sayisi, siirglin uzunlugu ve petride gelisen toplam siirglin sayisi

izerine etkisine ait Varyans Analizi sonuglar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Ariane keten ¢esidinde farkli aralik mesafelerin doku kiiltiirii tepkisi

izerine etkisine ait Varyans Analizi

incelenen Varyasyon Serbestlik Kareler F

Karakterler Kaynaklar Derecesi Ortalamasi

Eksplant Yas Aralik Mesafe 3 0.007

Agirhg Hata 8 0.002 4381°
Toplam 11

Eksplant Kuru Aralik Mesafe 3 0.000

Agirhg Hata 8 0.000 25.192"
Toplam 11

Hipokotil Aralik Mesafe 3 2.185

g:;::f‘ Strgin ot 8 0.194 11.287"
Toplam 11

Stirgiin Aralik Mesafe 3 1.404

Uzunlugu Hata 8 0.156 9.016"
Toplam 11

Petride Gelisen | Aralik Mesafe 3 263.639

g;’;’ll;m Strgin e 8 23.250 11.339"
Toplam 11

*ok

0.01 diizeyinde 6nemli
0.05 diizeyinde 6nemli

Ariane ¢esidinde ait eksplant yas agirliginda, en yiiksek degerin 0.53 g ile 2.0 cm
mesafede kiiltiire alinan eksplantlardan elde edildigi goriilmektedir. Eksplantlar arasi

mesafe daraldikga, yas agirlik degerlerinde diisiisler gozlenmistir (Cizelge 4.2).

Farkli aralik mesafelerde kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinin 4 hafta sonunda
elde edilen kuru agirliklart dikkate alindiginda, en yiliksek degerin yas agirlikta
oldugu gibi, 2.0 cm’lik mesafeden alindig1 goriilmektedir. Hipokotil eksplantlarina

ait kuru agirlik degerleri, azalan mesafelerle birlikte diisiis gostermistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli aralik mesafelerde kiiltiire aliman Ariane c¢esidinin hipokotil

eksplantlarina ait doku kiiltiirii tepkileri

Kiiltiire | Eksplant Eksplant Siirgiin Hipokotil Siirgiin Petride
Alinan Yas Kuru Rejenerasyonu Basina Uzunlugu Gelisen
Eksplant | Agirhg: Agirhg (%) Siirgiin (cm) Toplam
Arasi (g) (g) Sayis1 Siirgiin
Mesafe (Adet) Sayisi’
(cm) (Adet)
0.5 042D 0.033 ¢ 100 2.97b 3.16b 32.7b
1.0 0.44b 0.035¢ 100 4.03 a 4.14 a 443 a
1.5 0.47 ab 0.042 b 100 2.61 be 2.92b 28.7 be
2.0 0.53a 0.047 a 100 2.00c 2.53b 22.0c

Her deger 3 adet rakamin ortalamasidir.

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark 0.01 ve 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

" Petride gelisen toplam siirgiin sayis1 = siirgiin olusturan eksplant sayisi x hipokotil basma siirgiin
sayisl

Kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda tiim aralik mesafelerde siirgiin rejenerasyonu
goriilmiis ve %100 olarak gerceklesmistir. Bir baska ifade ile rejenerasyona konulan

tiim hipokotiller siirgiin olusturmustur. (Cizelge 4.2).

Hipokotil bagina diisen siirgiin sayisina bakildiginda, en yiiksek degerin 4.03 adet ile
1.0 em’lik aralik mesafeden alindigi goriilmektedir. Bu aralik mesafesinin altinda
(0.5 cm) ve lizerinde (1.5 ve 2.0 cm) alinan sonuglarin diistigli gozlenmistir (Cizelge

4.2).

Degisik mesafelerde kiiltiire alinan hipokotillerin verdigi siirglinlerin uzunlugu
incelendiginde, en yiiksek degere 1.0 cm mesafesinde 4.14 cm ile ulasilmis, daha
diisik ve daha yiiksek aralik mesafelerinde alinan sonuglarin diisiis gosterdigi

goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Dort hafta sonunda petrilerde gelisen toplam siirgiin sayilarina bakildiginda, kiiltiire

alman eksplantlardan en yiiksek sayida silirglin 44.3 adet ile 1.0 cm’lik aralik
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mesafesinden elde edilmistir. 1.0 cm’nin altindaki ve tistiindeki aralik mesafelerinde

alinan sonuglarda diisiisler gozlenmistir.

4.2. Verne Keten Cesidinde Farkh Aralik Mesafelerde Kiiltiire Alinan Hipokotil

Eksplantlarina Ait Doku Kiiltiirii Tepkileri

Farkli aralik mesafelerin hipokotil eksplantlarinin yas agirligi, kuru agirhigi, hipokotil
basina silirglin sayisi, siirgiin uzunlugu ve petride gelisen toplam siirgiin sayisi

tizerine etkisine ait Varyans Analizi sonuclar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Verne cesitine ait hipokotiller farkli aralik mesafelerde kiiltiire alindiginda, eksplant
yas agirhiginin aralik mesafe arttikca yiikseldigi goriilmektedir. En yiiksek eksplant

yas agirlig1 0.56 g ile 2.0 cm’lik aralik mesafeden alinmistir (Cizelge 4.4).

Kiiltiire alman hipokotil eksplanlarmin 4 hafta sonundaki kuru agirliklar
incelendiginde, aralik mesafe arttikca kuru agirlik degerlerinin de arttif
gorilmektedir. Buna gore en yiiksek deger 2.0 cm aralik mesafesinden 0.047 g ile
alinmis, en diisiik deger ise 0.031 g ile 0.5 cm’lik aralik mesafesinden elde edilmistir.
(Cizelge 4.4).

Verne ¢esidine ait hipokotil eksplantlarinda tiim aralik mesafelerde siirgiin olusumu

gerceklesmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.4).

Kiiltiir sonunda hipokotil basia diisen siirgiin sayisina incelendiginde, en yliksek
degerin 3.09 adet ile 1.0 cm’lik aralik mesafeden alindig1 gortilmektedir. Bu aralik
mesafesinin altinda (0.5 cm) ve {izerinde (1.5 ve 2.0 cm) alinan sonuglarin diistiigii

gbzlenmistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.1. Verne ¢esidinde farkli aralik mesafelerde (a. 0.5 cm, b. 1.0 cm, ¢. 1.5 cm
ve d. 2.0 cm) Kkiltire alinan hipokotil eksplantlarindan siirgiin

rejenerasyonu
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Cizelge 4.3. Verne keten cesidinde farkli aralik mesafelerin doku kiiltiirii tepkisi

iizerine etkisine ait Varyans Analizi

incelenen Varyasyon Serbestlik Kareler F

Karakterler Kaynaklar Derecesi Ortalamasi

Eksplant Yas Aralik Mesafe 3 0.22

Agirhg Hata 8 0.004 5.840"
Toplam 11

Eksplant Kuru Aralik Mesafe 3 0.000

Agirhg Hata 8 0.000 5.800"
Toplam 11

Hipokotil Aralik Mesafe 3 1.246

g:;::f‘ Strgin ot 8 0.139 8.966"
Toplam 11

Stirgiin Aralik Mesafe 3 4.727

Uzunlugu Hata 8 0.469 10.079"
Toplam 11

Petride Gelisen | Aralik Mesafe 3 151.639

g;’;’ll;m Strgin e 8 16.750 9.053"
Toplam 11

*ok

0.01 diizeyinde 6nemli
0.05 diizeyinde 6nemli

Hipokotil eksplantlarindan gelisen siirglinlerin uzunlugu incelendiginde, en uzun
sirglinlerin 1.0 cm’lik aralik mesafesinden elde edildigi gozlenmistir. En kisa

stirglinler ise 2.0 cm aralik mesafesinde goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Petride gelisen toplam siirgiin sayisina bakildiginda, en yiiksek deger 34.0 ade4t ile
1.0 cm aralik mesafesinde kaydedilmistir. 1.0 cm’nin altindaki ve iistiindeki aralik

mesafelerinde alinan sonuglarda diisiisler gozlenmistir. (Cizelge 4.4).

Tarla sartlarinda stres ve rekabetin bitkiler iizerine etkisini inceleyen bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Bitkiler, toprak iizerinde yaprak ve govdeleri ile 11k icin, toprak

altinda da kokleri ile su ve besin maddeleri i¢in birbirleriyle rekabet ederler (Wilson
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1998, McPhee ve Aarssen 2001). Bitki siklig1 biyotik stres faktorii olarak kabul
edilmekte ve dogal kosullarda bitkiler arasindaki rekabetin temel nedeni olarak

gosterilmektedir (De Klerk 2007).

Cizelge 4.4. Farkli aralik mesafelerde kiiltiire alman Verne c¢esidinin hipokotil

eksplantlarina ait doku kiiltiirii tepkileri

Kiiltiire | Eksplant Eksplant Siirgiin Hipokotil Siirgiin Petride
Almman Yas Kuru Rejenerasyonu Basina Uzunlugu Gelisen
Eksplant | Agirhg: Agirhg (%) Siirgiin (cm) Toplam
Arasi (9 (g Sayisi Siirgii:l
Mesafe (Adet) Sayisi
(cm) (Adet)
0.5 0.35b 0.031 ¢ 100 1.85b 3.48b 20.3b
1.0 0.44 ab 0.037 be 100 3.09a 5.02a 34.0a
1.5 0.48 a 0.041 ab 100 1.88b 2.54b 20.7b
2.0 0.56 a 0.047 a 100 1.70 b 2.23b 18.7b

Her deger 3 adet rakamin ortalamasidir.

Aynut stitunda farkl harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark 0.01 ve 0.05 diizeyinde dnemlidir.

" Petride gelisen toplam siirgiin sayis1 = siirgiin olusturan eksplant sayisi x hipokotil basmna siirgiin
sayisl

Arastirma sonuglart incelendiginde, her iki cesitte de benzer sonuclarin alindigi
goriilmektedir. Eksplant yas agirlig1 ve eksplant kuru agirligi bakimindan en yiiksek
degerler 2.0 cm’lik aralik mesafesinden elde edilmistir. Bu sonuglar, yalniz gelisen
bitkilerin, birlikte gelisen bitkilere goére daha fazla biyokiitle ve verim verdiklerini
bildiren Yildiz (2010), Gersani vd. (2001) ve Maina vd. (2002) ile benzerlik
gostermektedir. Yas ve kuru agirliktaki artiglar, su ve diger komponentlerin besin
ortamindan yiiksek miktarda absorpsiyonundan kaynaklanmaktadir (Dale 1988).
Sunderland (1960), kuru agirliktaki artisin hiicre bdliinmesi ve yeni materyal sentezi

ile yakindan iliskili oldugunu bildirmektedir.
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Yildiz (2000), Ariane ve Verne keten c¢esitlerine ait hipokotil eksplantlarini
kullanarak yaptig1 arastirmasinda, sirasiyla siirgiin rejenerasyon ylizdesini %25.00 ve
%22.50, hipkotil basina siirgiin sayisin1 2.10 ve 2.60, petride gelisen siirgiin sayisin
ise 5.25 ve 5.85 olarak belirlemistir. Bu tez calismasinda, Ariane ve Verne
cesitlerinde sirasiyla siirgiin rejenerasyon orani %100 ve %100, hipokotil basina
siirgiin sayis1 4.03 ve 3.09, petride gelisen toplam siirgiin sayis1 da 44.3 ve 34.0
olarak kaydedilmistir. Gorildiigi gibi, kiiltiire alinan eksplantlar arasindaki
mesafeden yararlanarak eksplantlari slirgiin rejenerasyonu icin rekabete tesvik etmek,
doku kiiltiir tepkisini 6nemli derecede artirmis, incelenen tiim karakterlerde ¢ok

yiiksek sonuclar alinmstir.

Hipokotil basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve petride gelisen toplam siirgiin
sayis1 incelendiginde, en yiliksek degerlerin 1.0 cm’lik aralik mesafesinden alindig
goriilmektedir. Alinan bu sonuglar Yildiz (2008) ile paralellik gostermektedir. Bu
sonuclara gore, 1.0 cm’lik aralik mesafesinden sonra en yiiksek degerler 0.5 cm’den
elde edilmis olup, bu mesafede ortamda bulunan belli miktardaki su ve besin
maddesine kars1 eksplantlar arasi rekabet siddetlenmis, hatta explantlar bu mesafede
strese girmeye baslamiglardir. 1.5 ve 2.0 cm’lik aralik mesafelerinde ise eksplant
bagina diigen yasam alaninin genismesi ve dolayisiyla eksplantlarin ihtiyag
duyduklart su ve besin maddelerini kolayca bulabilmeleri sonucu rekabet ortadan

kalkmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ariane ve Verne g¢esitlerinde hipokotil bagina siirglin sayis1 ve siirgiin

uzunlugu bakimindan rekabet-stress egrisi
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