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Rotala macrandra Tiirkiye’de akvaryum bitkisi olarak kullanilan ve genellikle yurt
disindan degisik sartlarda getirilen bir su bitkisidir. Bu c¢alismada R. macrandra
bitkisinin ug, 1’inci koltukalt1 ve 2’inci koltukaltt meristemi ile yaprak, 1’inci ve 2’inci
bogum arasi, eksplantlarindan degisik oran ve kombinasyonlarda sitokinin ve oksin
iceren agar ve gelrit ile katilagtiran ortamlarda ayrica sivi MS besi ortaminda siirgiin
rejenerasyonu saglanmistir. Yapilan ¢ogalim c¢alismasinda en fazla siirgiin
rejenerasyonu (27.33 adet) 1’inci bogum arasi eksplantinda 0.25mg/l BAP-0.50 mg/I
NAA iceren MS besi ortamda elde edilmistir. Buna kars1 sivi kiiltiirde ise 0.25 mg/l
BAP-0.50 mg/l NAA ve 0.50 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA iceren MS ortaminda birer
eksplant lizerinde siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Daha sonra yaprak ve 1’inci
bogum aras1 eksplantlartyla Agrobacterium tumefaciens GV2260 P35 GUS-INT ve
LBA 4404pRGGbar hatlar1 kullanilarak gen aktarim ¢aligmasi yapilmistir. Her iki hatta
da degisik oranda GUS pozitif transgenik aday bitkiler elde edilmistir. Elde edilen tiim

rejenere olmus ve transgenik aday bitkileri akvaryum ortamina adapte edilmistir.

Nisan 2009, 129 sayfa
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In vitro MICRO PROPAGATION AND GENETIC TRANSFORMATION OF
AQUARIUM PLANT Rotala macrandra

Sule SUMLU

University of Ankara
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries and Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Hiiseyin ATAR
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR

Rotala macranda is widely used as aquarium plant in Turkey and is generally brought
from abroad through various means. This study reports in vitro regeneration of R.
macranda using leaf, first internode, 2" internode, shoot meristem, 1*' node and 2™ node
on agar and gelrite solidified or liquid MS medium containing variants of cytokinins
and auxins. Maximum shoot regeneration (27.33) was recorded on agar solidified MS
medium containing 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA. Contrarily, shoot regeneration in
liquid culture was recorded on two explants only on MS medium containing 0,25 mg/1
BAP - 0,50 mg/l NAA and 0,50 mg/l BAP - 0,50mg/l NAA. Genetic transformation was
carried out with GV2260 P35 GUS-INT and LBA 4404 pRGGbar strains of
Agrobacterium tumefaciens. The results showed variable percentage of GUS positive
transgenic plants from both bacterial strains. All regenerated and putative transgenic

plants were acclimatized to external conditions and transferred to the aquariums.

April 2009, 129 pages

Key Words: Aquarium plant, Rotala macrandra, propagation, In vitro, plant growth

regulators, adaptation, Agrobacterium tumefaciens.
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1. GIRIS

Sucul ortamin asil iireticileri olan su bitkileri. tek hiicreliden ¢ok hiicrelilere kadar
cesitli sekilleri olan ve klorofil i¢ceren canlilardir (Cirik vd 2001). Dogal floranin. sucul
peyzaj alanlarinin ve akvaryum ortamlarinin vazgecilmez {yeleridir. ~ Akvaryum
sektoriinde siis bitkileri liretimi Amerika, Avrupa ve Japonya da Onemli bir yer
tutmaktadir (Oztiirk 2008). Ulkemizde kullanilan akvaryumlardaki bitkilerin birgogu
Amerika ve Uzak Dogu tlkelerinden temin edilmektedir. Akvaryum bitkileri ag¢isindan
yeni teknolojilerden yararlanilan iilkelerin basinda Bati Avrupa, Amerika ve Japonya
yer almaktadir. Son on yilda akvaryumlar i¢in bitki iireten ve ithal eden {ilkelerin
basinda Singapur, Malezya, Sri Lanka, Madagaskar gibi iilkelerin yanisira Avrupa
iilkelerinden Macaristan ve Danimarka yer almaktadir. Ayrica Almanya, Hollanda ve
Danimarkada su bahgeleri peyzaji icin iiretim yapan seralarda énemli bir miktarda su
bitkisi yetistirilmektedir. Bunun nedeni Avrupa iilkelerinde bilgisayar kontrollii
tesislerin kurulmasi, bu ortamlarda iiretilen bitkilerin goriiniis bakimindan insanlarin
tercih ettigi kalitede olmasi ve kolay pazar bulmasi seklinde aciklanabilir (Welander et

al. 2007).

Amator amacglh akvaryumculuk ve su bitkisi iiretimi ile ilgili dikkat edilecek noktalar
bilimsel olarak agiklamak amaciyla bir¢ok yayin yapilmistir. Bu konuda Diinya’da
ozellikle akvaryum bitkileri ile ilgili olarak Bruner (1973), Rataj and Horeman, (1977)
Christopher et al. (1998) eserlerinden bahsedilebilir .

Ulkemiz smirlarinda, yasal prosediirler geregi ithal akvaryum bitkilerini sokmak
yasaktir. Bunula birlikte yil bazinda miktarlar1 net olarak bilinmemekle birlikte kagak
yollarla yabanci orijinli akvaryum bitkilerinin iilkemizde satildig1 bilinen bir gercektir.
Kagak yollarla ve steril olmayan kosullarda gelen bu su bitkilerinin iilkemiz
ekonomisine zararlar1 yanmisira getirildikleri iilkelerden kaynaklanan mikroflora ve
mikrofaunalart iizerlerinde barindirmalart nedeniyle {ilkemiz biyolojik cesitliligine
zarar vermekte ve sucul ortamlarda geri doniisii olmayan hastalik ve kirlilik

problemlerine neden olmaktadirlar.



Tirkiyede akvaryumlarda kullanilan su bitkileri amatér yontemlerle iiretilmektedir.
Akvaryumlarda ticari olarak iiretilen tatli su bitkilerinin diizenli iiretimi; lilkemizde daha
cok ex vitro kosullarda yapilan ¢ogaltim sekilerinin kullanilmasi, akvaryum ortaminda
meydana gelen hastaliklar, yurt dis1 kaynakli bitkilerin iilkemize diizenli bir sekilde
getirilememesi  ve geleneksel yoOntemlerle yapilan c¢ogaltimda yasanan sikintilar
nedeniyle yapilamamaktadir. Bundan dolay1 giliniimiizde bir¢ok akvaryum fireticisi canli
su bitkileri satmak yerine plastik bitkileri satmaktadir. Akvaryum bitkilerinin yerli
tireticiler tarafindan yetistirilmesi ve siirdiiriilebilirliginin saglanmasi agisindan; su
bitkilerinde hem ex vitro yontemlerle az maliyette yavas iiretilerek hemde liretime
uygun bitkilerle in vitro olarak ilk maliyeti fazla olan hizli ve kolay sekilde
biyoteknolojik yontemlerle laboratuvar ortaminda iiretim yapmak miimkiindiir. Hizl
cogaltim yontemiyle ekonomik 6neme sahip bitkiler kisa zamanda ticari amaglara
uygun olarak basariyla ¢ogaltilmaktadir. Bu yontemlerle hastaliksiz kaliteli bitkiler

elde edilmekte ve yil boyunca istenilen miktarda bitki iiretimi yapilabilmektedir.
1.1 Tath Su Bitkilerinin Simiflandirilmasi

Tatli su bitkileri dogada bulunduklar1 yer ve fizyolojik 6zellikleri goz Oniine alinarak

aragtirmacilar tarafindan farkli sekillerde siniflandirilmaktadir (Sekil 1.1).

1.1.1 Clayton et al. (2000)’e gore tath su bitkileri gruplar

Su Qs bilklkri\

Yizen bukiler f

Bk
Sy

Kél.mrlarda bulunan yari yiizeyel
yaprakl bitkiler

5

ke

Su aln bitkileri * :-_,
'.'_::v 7
p ~ 31 Su alunda bulunan ylzen yaprakh bitkiler

Sekil 1.1 Clayton et al. (2000) tarafindan yapilan su bitkileri siniflandirmasi



a. Su kenarlarinda gelisen bitkiler: Bu tiir bitkiler su
kenarlarindan biliylimeye baslarlar. biiylirken su
icine dogru bir yonelim gosterirler. Ornegin;

Alternanthera reineckii, Bacopa monnieri

b. Kiiciik ¢im benzeri bitkiler: Bu bitkiler sig
sularda bulunur ve Genellikleri boylar1 genellikle
2-3 cm arasinda degisir. Bazen tamamen su altinda
bazen de su kenarlarinda bulunurlar. Ornegin;

Elatine gratioloides, Glossostigma elatinoides

c. Su altindaki toprakta kokleri bulunan su iistiinde
gelisen bitkiler: Bitki tlirlerine gore  degisim
gostermekle birlikte su icinde 2 metre derinlige
kadar bulunabilirler. Ornegin; Apodasmia similis,

Carex secta

d. Yiizen yaprakli serbest bitkiler: Su iistiinde
ylizen bu bitkilerin kokleri su igerisinde topraktan

bagimsizdir. Ornegin; Riccia fluitans, Lemna minor

e. Yiizen yaprakli bitkiler: Govde ve kokleri
tamamen su altinda kalan ¢i¢ek ve yapraklariyla su
iizerinde asil1 sekilde kalan su bitkileridir. Ornegin;

Ceratopteris thalictroide, Nymphaea sp.
f. Su alt1 bitkileri: Bitki tamamen su altinda
gelisimini gosterir. Ornegin; Ranunculus

amphitrichus, Sagittaria subulata



1.1.2 Cirik vd (2001)’e gore sucul ve bataklik ortamlardaki bitki gruplar:

Bir gol kiyisindaki bitkilere bakildiginda yasam ortamlarina gore ii¢ grup altinda
siniflandirilmaktadir.
a. Hidrofit topluluklar: Suda yiizen bitkilerin olusturdugu gruplar. Tamamen sucul
ortamlarda yasamaya uyum gostermis tiirlerden olusur. Genellikle bitkinin kok. govde
ve yapraklar su i¢cinde sadece ¢igekleri su disinda gelisir. Bu bitki topluluklarina durgun
ve akarsularda rastlanir.

e Akarsulardaki hidrofit topluluklar: Ranunculus ve Fontinalis tiirleri vb.

e Durgun sulardaki hidrofit topluluklar: Potamogeton, Sagittaria, Elodea,
Nymphaea, Myriophyllum, Alisma, Trapa vb
b. Amfibi topluluklar: Kiytya yakin, bir kismi su i¢inde, bir kism1 karada gelisen bitki
gruplari, bu grup bitkiler oncekilerden farkli olarak daima su iginde bulunmazlar.
Ozellikle kurak periyotlarda bitkinin bir kism1 su disinda kalir. Bu bitkilere goller ve
sulak alanlarda kiy1 zonunda ve menderes olusumu goriilen akarsularin kenarlarinda
rastlanir.

e Kiy1 ve bataklik zonundaki amfibi bitki topluluklart : Alisma, Equisetum, Juncus
vb.

e Aliivyonlu topraklardaki amfibi bitki topluluklar1 : Polyganum vb.
c. Helofit topluluklar: Islak, nemli alanlarda gelisen bitki gruplari, Bu grup bitkiler genis
alanlar olusturur ve biiylik boyutludurlar. Bu nedenle, diger iki grupta yer alanlara
oranla daha ¢ok taninirlar. Bu grupta bataklik ve turbaliklarda gelisen helofit topluluklar
olarak tanimlanan bitki topluluklar1 baskindir.

o Helofit topluluklar : Phragmites, Scirpus, Typha, vb.

e Kamis topluluklari : Carex, vb.
1.2 Tath Su Bitkilerinin Onemi
- Tath su bitkileri ortamin dengesinin korunmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Birincil

ireticiler olarak tanimlanan yesil bitkiler klorofil sayesinde fotosentez olayr sonucu

organik madde iiretimini saglarlar (Cirik vd. 2001).



- Akvaryum dibinde c¢akillarin i¢inde yasayan bakterilerle birlikte gii¢lii bir aritma
sistemi olusturur. Bitkiler, baliklarin digkilarindan meydana gelen amonyumu ve nitrati

ortamdan uzaklastirirlar.

- Akvaryum bitkileri sagladiklar: giizel goriiniis yaninda, bir akvaryumda canlilar arasi
dengenin olusturulmasinda da vazgegilmezdir. Bitkiler sudaki karbondioksiti alarak
oksijen tretirler ve baliklar i¢in elzem olan oksijen iiretiminde 6nemli rol oynarlar.
Baliklar tarafindan birakilan artiklar1 kokleri ile alarak akvaryum suyunun bozulmasina
engel olurlar. Diger yandan, akvaryum bitkileri kiicik balikk ve yavrularin

saklanabilecegi stressiz bir ortam olustururlar (Alpbaz 1984).

- Bitkisel protein kaynaklarni olustururlar. Bu nedenle sucul ortamdaki besin

zincirinin ilk halkasidirlar.

- Klorofil tasiyan bitkisel organizmalar fotosentez aktivitesiyle oksijen olusturarak,
suyun oksijen kazanmasini saglarlar. Baliklar yagamlarinin baslangicindan itibaren
bitkilerle siki iligki igerisindedirler. Baliklara dogal ortamlarindaki gibi bir akvaryum
hazirlanirken, mutlaka bitkiler de bulunmalidir (Secer 2002).

- Gida maddesi olarak; Cin, Pakistan ve Hindistan’da su kestanesine benzer emergent
bir tir olan Eleocharis dulcis sulak alanlarda, genelde piringle doniistimlii olarak
yetistirilir. Uzak Dogu’da su kestanesinin yetistiriciligi yapilmaktadir. Diger su
kestaneleri de (Trapa natans) Akdeniz bolgesinde yetistirilmektedir. 7. natans’in tuhaf
ve dikenimsi meyvelerinin i¢inde biiyiik, etli tohumlar1 vardir. Bunlar da yenilmekte, bu
sebeple yetistiriciligi ve ticari olarak dagitimi yapilmaktadir. ABD’de diizenli olarak
tiketilen ve salatalarda kullamilan sucul bitkileri de birisi olan su teresinin hem
yetistiriciligi yapilmakta, hem de dogadan fazla miktarlarda toplanmaktadir (Agrawal
and Ram1995).

- Su  bitkileri kirliligin  biyolojik  yOntemlerle saptanmasindaki belirleyici
organizmalardir. Baz1 bitkiler sularin aritiminda da kullanilmaktadir Sucul bitkiler,
kanalizasyon veya atiksu aritma sistemlerinin sivi atiklarindan agir metallerin
ayrilmasinda kullanilmaktadirlar. Bu sistemlerin siv1 atiklar1 fosfor, azot ve diger bitki
besin elementlerini igerir. Atik sulardan bu metallarin uzaklastirilmasi aritmaya yonelik
bir islemdir. Kimyasal uzaklastirma pahalidir ve her element i¢in ayri bir islem

gereklidir. Fenol gibi organik kirleticileri de absorbe ederler. Genellikle serbest yilizen



(Scirpus, Phragmites, vb.) ve gelismis (Eichornia crssipes, Lemnaceae, vb.) bitkiler bu

amacla kullanilmaktadir (Zhang and Hong 2006).

- Yapi malzemesi, hayvan yemi ve esya yapiminda kullanilmaktadir. Diinyanin iliman
ve tropikal bolgelerinde genis dagilima sahip Phragmites genusunun tiirleri, damlarin
ortiilmesi, ¢it yapimi, miizik enstrimani yapimi ve ok yapimmi gibi islerde
kullanilmaktadir. Avrupa’da yap1 materyali olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerden elde
edilen lif kagit, mukavva, selofan ve benzer iiriinlerin ana maddesini olusturmaktadir.
Ayrica su bitkilerinin lifleri izolasyon malzemesi, fiber tahta gibi daha kaba iirlinlerin
yapiminda kullanilmaktadir. Kuru agirliklar1 esas alindiginda sucul bitkilerin ¢cogunun
protein igerigi yoncadan yiiksektir. Hayvan yemi olarak kullanimi besin igerigi, lezzeti,

sindirilebilirligi ve maliyetine baglidir (Oztiirk vd. 2006).

- Akvaryumlarda siis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Ayrica park ve bahgelerin
diizenlenmesinde Niliifer gibi giizel cicekli bitkiler kullanilmaktadir (Sumlu 2005).

1.3 Akvaryum Bitkilerinin Yetistirme Teknikleri

Akvaryum bitkilerinin yetistirme tekniklerinden birisi eseysel tiretimdir. Vejetatif yolla
tirememis bir bitkinin c¢igegindeki polenler, bir firca ile diger bitkinin c¢icegine
taginabilir. Tohumlarin ¢imlendirilmesi yoluyla da iiretim yapilabilmektedir. Bu yontem
daha ¢ok vejetatif iiretimlerinde sorun bulunan bitkilerde uygulanmaktadir. Ikinci
tiretim sekli ise eseysiz liretimdir. Bunun i¢in birgok yontem kullanilmaktadir. Bitkide
olusan kiiciik filizler kesilerek tepe kismi yukariya gelecek sekilde topraga dikilir ve
yeni bitkiler elde edilir. Baz1 bitkilerde rizom yeni bir yavru bitki olusturur. Yavru
zamanla siirglin verir ve yeni bir bitki meydana gelir. Bu bitkiler birbirinden ayrilarak
pekeok yeni bitki elde edilebilir. Bazi tiirlerde de bitkinin ¢i¢cek sapinda koklii yavru bir
bitki olusur. Diger bir yontemde, biiyiime rizomu bulunan bitkilerin rizomlarnin kii¢tik
parcalar seklinde kesilip su bulunan bir kaba yerlestirilmesi ve yeni bitkilerin elde
edilmesidir. Bazi1 bitkilerde de yeni bitki elde etmek i¢in yapraklar kullanilir. Kullanilan
yontemlerden biri de, ana bitkinin kesilerek {iretimidir. Bogum bolgesi bulunan
bitkilerde bogum bdlgesinden kesim yapilarak topraga dikilir ve yeni bireyler elde edilir
(Cirik vd. 2001).



Akvaryum bitkilerini ¢ogaltim yontemleri asagidaki sekilde smiflandirilabilir
(Anonymous 2008a).

a. Generatif (Tohumla) Cogaltim

Bitki tizerinde gelisen tohum ya da spor kullanilmaktadir. Bu yontem geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Ornegin Niliifer, Samolus ve Cyperus bitkilerinde tercih edilen

geleneksel bir yontemdir.
b. Vejetatif Cogaltim

Bitkinin herhangi bir vejetatif organindan alinan 6rnek kalem, yaprak vb.’den g¢ogaltim
yapilmaktadir. Su bitkisi ¢ogaltiminda bu yontem ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.

Vejetatif cogaltim kolay, ucuz ve 6zel egitim gerektirmeyen yontemlerden biridir.
c. Doku Kiiltiirii Yontemleriyle Mikrogogaltim

Bitkiler steril ortamda cogaltilmaktadir. Kullanilan eksplantlar koltukalti meristemi,

yaprak, petiol, hipokotil, vb. dir .

Bitkiler ilk 6nce kontrollii kosullar (1s1k, sicaklik vb.) altinda tutulmaktadir. Ortamlarda
bitkiyi tutmak icin katilastirici bir madde, besin ortamlari, seker ve antibiyotik
kullanilmaktadir. Bitkiler istenen boya ulastiginda akvaryum seralara aktarilip dis
kosullara adaptasyon saglanmaktadir. Ornegin Rotala sp., Hygrophyla sp., Ludwigia
sp., vb. bitkiler vejetatif cogaltim yoluyla akvaryum ticaretinde kullanilmaktadir. Bitkiyi
cogaltmak i¢in ana stok bitkilerin bulunmasi gerekmektedir. Ayrica yavas bir yontem
olmasmin yanisira ana stok bitkileri ve g¢ogaltilan bitkileri depolamak i¢in ¢ok yer
gerektirmektedir. Bunun yanisira bu yontemde hastalik yayilma riski ¢ok fazladir.
Anubias sp. gibi yavas gelisen bitkilerin ¢ogaltimi da sorun olabilmektedir. Hizli
cogaltim ya da doku kiiltiiriinde bitki ilk iiretim asamasinin maliyetinin fazla olmasina
ragmen az yerde kisa siirede ¢ok sayida bitki iiretilebilmektedir. Geleneksel yontemlerle
kiyaslandiginda doku kiiltiiriiyle bitki ¢ogaltimi hizli ve maliyeti diistiktiir. Ancak doku
kiltlirii yapabilmek i¢in 0zel tesis ve egitilmis personelin bulunmasi gerekmektedir.
Doku kiiltiirii ile yabani ve tehlike altindaki flora kolayca muhafaza altina
aliabilmektedir. Doku kiiltiiriinde teknigi optimize etmek icin ¢ok fazla zaman ve
masraf gerekebilmesine ragmen optimizasyondan sonra fazla sayida saglikli bitki elde

etmek mumkiin olmaktadir.



Tirkiye’de son yirmi yildan beri su iriinleri egitimi ile birlikte su iiriinleri
yetistiriciliginde onemli gelismeler kaydedilmis ve iiretim artmis ancak su bitkileri
konusunda yeterince gelisme saglanamamistir (Oztiirk 2002). Su bitkilerinin yogun
{iretimine y&nelik calismalar bulunmamaktadir. Uretim daha ¢ok amatdrce ve diisiik

miktarlarda olmaktadir.
1.4 In vitro Uretim

In vitro kiltlirleri temelde bir iiretim yoOntemidir. Bilinen diger klasik iiretim
yontemlerinden farkli olarak bitkinin gesitli kisimlarindan alinan kiigiik bir parcanin
(eksplant) steril edildikten sonra, cesitli besin maddelerini igeren steril besin ortaminda
(in vitro) ve uygun cevre kosullarinda (1s1k, sicaklik) kiiltiire alinmasi islemidir. Bu
nedenle yontemin diger adlar1 “ mikro iiretim” veya “aseptik kiiltlir”diir (Fakaharai and

Fakharai 1990).

Bitki doku kiiltiirii alanindaki ilk ¢alismalar 19’uncu yiizyilin sonlar1 ve 20°nci yiizyilin
baslarinda yapilmistir. Ancak kullanilan eksplantlarin ve yetistirme ortamlarinin uygun
olmayis1 sebebiyle basari saglanamamustir. 1960°l1 yillarda uygun besi ortaminin
bulunmasiyla gozle goriiliir ilerlemeler kaydedilmistir. Bugiin elde edilen sonuglar
laboratuar disina ¢ikarak pratikte ve ticarette kullanim alan1 bulmustur (Er ve Canpolat

1992).
Bitki doku kiiltiirleri tekniginin esas1 baslica ii¢ ana kisimdan olugsmaktadir:

1. Kiiltiiriin gelismesi igin gerekli organik ve inorganik maddeleri iceren steril bir gida
ortaminin hazirlanmasi.
2. Bakteri, mantar veya her ikisini tasiyan ve kiiltiire alinacak bitki pargasinin

(eksplant) orijinini olusturan ana materyalin dezenfekte edilmesi.

3. Dogal kosullardan temin edilen bitkiden istenen eksplantin (meristem, anter,
embriyo, yaprak ucu, vb.) alinarak steril besin ortamina, steril sartlarda konulmasi ve

gelismesi i¢in uygun ¢evre sartlarina yerlestirilmesidir (Goniilsen 1987).

Bitki doku kiiltiirlerinin avantajlarini soyle siralayabiliriz (Er ve Canpolat 1992).



1. Normal ¢ogaltim yontemlerinde {iiretim materyali bir iken, doku kiiltiirlinde bir

bitkinin farkli organlar1 kullanilarak binlerce iiretim materyali saglanabilmektedir.

. Doku kiiltiirii galismalarinda ¢ogaltim materyalinden tasarruf saglanmaktadir.
. Uretimde kullanilan alan ¢ok kiiciiktiir.

. Cogaltim kisa siirede gerceklestirilmektedir.

[V, T SO US B O]

. Doku kiiltiirii gen kaynagi olan bitkisel materyalin hi¢ bozulmadan ve kayba
ugramadan yillarca vejetatif olarak korunmasini saglanmaktadir.

6. Ticari agidan Onemli bitkilerin, tohumla veya diger yontemlerle cogaltilmasi
miimkiin olmayan bitkilerin vejetatif olarak ¢ogaltilmasi saglanmaktadir.

7. Uretimde mevsimlere baglilik ortadan kalkmakta, yilin her mevsimi iiretim
saglanabilmektedir.

8. Islah ¢aligmalarinda siireyi kisaltmaktadir.

9. Biiylime uglarindaki meristemlerin viriis tasimamamsi1 nedeniyle bu meristemlerin
kiiltiire alinmasi ile viriissiiz bitki elde edilebilmektedir.

10.Biitlin dis etmenler kontrol altina alinabildiginden hiicre biyolojisi. fizyolojisi.

biyokimya ve gen transferi altindaki arastirmalara imkan saglamaktadir.

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinin kullanim amaglarina gore bazi 6nemli uygulamalar

asagida verilmektedir.
1.4.1 Organogenesis

Hiicre ve dokulara baski uygulayip baz1 degisikliklere sebep olunarak siirgiin veya kok
primordiyumu (taslagi) diye isimlendirilen tek kutuplu ve vaskiiler sistemi kokenini
aldig1 dokuya bagli olan bir yapinin meydana gelmesine yol agan bir islemdir (Babaoglu

vd. 2001).

Normalde bir bitkinin tohumunu olusturan hiicreler, biiyiime ve farklilasma donemi
gecirerek bitkinin kok, govde ve yapraklar gibi farkli organlarint olustururlar. Farkl
hiicre tiplerinin ortaya c¢ikmasina yol agan bu degisiklikler bitkinin normal hayat
dongiisiinde yasaminin sonuna kadar ayni kalir. Ancak yapilan aragtirmalar; tamamen
farklilagan hiicrelerin eger bozulmamis bir hiicre membran sistemi ve canli bir

cekirdege sahip ise tekrar meristematik bir Ozellik kazanarak mitotik boliinme



gosterebilecegini ortaya koymustur. Bu boliinmeler sonunda ya dogrudan adventif
siirgiin veya kok (direkt organogenesis) ya da hiicreler yigimi olan kallus ve bu
kallusdan siirgiin ya da kok (indirekt organogenesis) meydana gelir (Giirel 1997).
Indrekt organogenesiste eksplant belirli bir form ve polaritesi olmayan hiicre
yigmlarmin (kallus) olugmasi i¢in uyarilir. Daha sonra bu kallus iizerinde meristematik
bir merkez ve ardindan siirgiin ya da kok olusumu gozlenir. Direkt organogenesiste ise;

hic kallus gelisimi olmadan siirgiin gelisimi izlenir (Sekil 1.2) , (Bhatti 2001).

Organogenesis cesitleri

Direkt organogenesis Indrekt organogenesiste
Eksplant Eksplant
Siirgiin veya kok Kalxus
Biltki Siirgilin veya kok
l
Bitki

Sekil 1.2 In vitro bitki rejenerasyonunda goriilen organogenesis g¢esitleri

Besin ortamina ilave edilen hormonlardan oksin ve sitokinin oranina gore kok veya
stirglin olusabilir ya da kallus gelismeye devam eder. Bir¢ok bitkide sitokinin adventif
stirglin olusumunu tesvik eder. Oksin ise genellikle kok olusumunu tesvik eder. Ortamin
fiziksel hali, pH degeri, nem, sicaklik, 1sik ve kiiltiir kaplarinda biriken gazlar

organogenesisdeki basariy1 etkileyen faktorlerdir.
1.4.2 Meristem Kkiiltiirii

Meristem kiiltiirii; bitkilerin biiyiime konisi yaninda birkac yaprak primordiasinin steril
kosullarda suni besi ortamlarinda kiiltiir edilerek bunlardan tam tesekkiillii bitkiler elde

edilmesidir (Grout 1990).

Siirgiin ucu kiiltiirii; biiylimekte olan siirgiinlerin 2 cm veya daha kisa u¢ kisimlarinin
steril kosullarda suni besi ortamlarinda kiiltiir edilerek bunlardan tam tesekkiillii bitkiler

elde edilmesidir.
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Tomurcuk kiiltiirii; biiylimekte olan veya dormant durumdaki siirglinlerden izole edilen
tepe ya da koltukalti tomurcuklarinin steril kosullarda suni besi ortamlarinda kiiltiir

edilerek bunlardan tam tesekkiillii bitkiler elde edilmesidir.

Meristem, siirgiin ucu ve tomurcuk kiiltiirlinlin bitki yetistirme ve 1slahindaki kullanim

alanlar1 soyle siralanabilir:

-Mikro ¢ogaltim
-Virissiiz bitki elde edilmesi

-Germplasm muhafazasi
1.4.3 Doku kiiltiirleriyle hizh cogaltim

Bitki doku kiiltiirleri, bitkilerin doku, organ, hiicre ya da hiicre kisimlarinin bitkiden
ayrilarak (izole edilerek) kapali ve cam kaplarda ‘in vitro’ suni besin ortaminda ve steril
sartlar altinda yetistirilerek biitiin organlar1 tam bitkilerin elde edilmesi islemidir

(Biondi and Thorpe 1981).
Doku kiiltiirlerinden yararlanma sekillerinden birisi de hizli cogaltimdir.

- Bu teknikle bitkilerin in vitro sartlarda kisa bir siirede, fazla sayida cogaltilabilmesi
miimkiin olmaktadir. Bu sayede ekonomik 6nemi olan pekcok bitkinin kisa bir zamanda

ticari amaglara uygun miktarda ¢ogaltilmasi basarilabilmektedir.

- Viris ve diger sistemik hastaliklar, vegetatif ¢ogalma yoluyla bitkiden bitkiye
kolaylikla gegmektedir. Bu tip hastaliklar, {iriiniin kalite ve kantitesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Yine bu teknik sayesinde, hastaliklardan arindirilmis olan stoklardan

tiretim miimkiin olabilmektedir.
- Bu teknikle yi1l boyu iiretim yapilabilmektedir.
- Kiiltiir asamasinda olan bitkiler kolaylikla iilkeler arasinda transfer edilebilmektedir.

Doku kiiltlirleri ile vegetatif {liretimin esasi siirglin meristemlerinin olusmasint ve
cogalmasini saglamaktir. Bir bitkinin vegetatif olarak cogaltilmasi, koltukalti (axillary)
ve adventif olmak tlizere iki sekilde bulunan siirgiin meristemlerinin olusumuna bagh

olmaktadir.
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1.5 Agrobacterium Aracihgiyla Gen Aktarim

Bitkilerde hastaliklara neden olan bakterilerden birisi de Agrobacterium cinsi
bakterilerdir. Bitkilerde olusturduklar1 hastaliklar nedeniyle bitki patologlar bir taraftan
bunlarla miicadele yollarini arastirirken diger taraftan bitki biyoteknolojisinde son
yillardaki akillara durgunluk veren gelismeler sayesinde, bu mikro organizmalar bitki
genetik miihendisliginin en gozde canlilar1 haline gelmistir. Agrobacterium bakterisi
yardimiyla bir¢ok kiiltiir bitkisine basariyla ve siirekli olarak gen aktariminin yapildigi
bilinmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 A. tumefaciens bakterisine bitkilerin dogal

genetik miihendisi ad1 verilmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Dogadaki bitkilerde, genetik transformasyon kendiliginden olmaktadir (Walden 1988.
Bechtold et al. 1993). Genetik transformasyon gecici veya stabil olabilir ve transgenik
hiicrelerden olusan gametlerde bir sonraki generasyona genetik materyal tamamen veya

kismen gegebilmekte ya da hi¢ gecememektedir.

Molekiiler biyolojide bir organizmanin fenotipini degistirmek icin DNA’nin
organizmaya gegmesi gerekmektedir. E-coli ve Saccharomyces cerevisiae bakterilerinde
gen aktarimi kolaydir. Ancak oOkaryot bitkilerde transformasyon zordur. Fakat
Arabidopsis  bitkisinde ex  vitro  transformasyon  yontemleri  kolaylikla
gerceklestirilmistir. Diger bitkilerde ise genel olarak ex vitro transformasyon zordur
veya basarili olamamistir. Arabidopsis’te transformasyon yontemlerinin mekanizmasi
iyice anlagilamamaktadir. Diger bitkilerde ex vitro gen aktarim ydntemleri ¢ok az

sayida kullanilmaktadir (Bechtold ez al.1993).

Genel olarak bitki transformasyonunda iki engel bulunmaktadir. Birincisi; bitki
hiicrelerinin transformasyonu i¢in uygun yontemin gelistirilememesi, ikincisi;
transgenik hiicrelerden yeni bitkilerin olusumudur (Khawar et al. 2004). Her iki engeli
asmak icin yeni transformasyon yontemleri gelistirilmektedir. Genel olarak bitki
transformasyonu i¢in  Once uygun in vitro rejenerasyon saglanip daha sonra
transformasyon ile birlestirerek gerceklestirilmektedir. Ancak bazi laboratuvarlarda
doku kiiltliri yontemleri kullanilmadan bitki transformasyonu gergeklestirmek amaciyla

caligsmalar yapilmaktadir.
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Agrobacterium’den bitki hiicrelerine T-DNA aktaruminin mekanizmasi

Yaralanan bitki fenolik bilesikler salgilar. Fenolik bilesikleri algilayan Agrobacterium
bakterisi bitkinin yaralanmis hiicrelerine tutunur. Bitkinin hiicre duvarina tutunan
bakteri hiicresine fenolik bilesikler girer ve vir genlerini aktif hale getirir (Stachel ef al.
1985, Leroux et al. 1987, Hooykaas and Schilperoot 1984). Vir bolgesi 7 adet operon
icerir. Bunlardan vird, virB, virC, virD, virE ve virG gen aktarimi i¢in mutlaka gerekli
olup, geriye kalan virF’ genleri yalnizca bazi tiirlere T-DNA aktariminda gereklidir

(Hooykaas and Schilperoot1984, Stachel and Nester 1986).

Vir genlerinin uyarilmasinin ardindan T-DNA bdlgesi, vir D1 ve vir D2 genlerinin
iirettigi bir endoniikleaz enzimi tarafindan alt sinir bélgesinden kesilmektedir (Stachel
and Zymbrysky 1968, Zambryski 1992). Vir D2 proteini sag sinir bolgesinin 5 ucuna
baglanarak T- iplik¢iginin serbest kalmasini saglamaktadir (Ward and Barnes 1988.
Zambryski et al. 1989, Hooykaas and Schilperoot 1992). Serbest kalan tek zincirli T-
DNA. vir E proteini tarafindan kaplanarak ortamda bulunan niikleaz enzimlerinin
olumsuz etkilerinden korunmaktadir (Christie ef al. 1988). Vir D2 proteini, T-DNA nin
bitki hiicrelerine aktarilmasinda rol oynarken (Herra-Estrella et al. 1990). Vir B
proteininin bakterinin hiicre zarinda T-DNA’nin gecebilecegi biiyiiliikte bir acgiklik
olusturdugu diisiiniilmektedir (Nester and Gordon 1988, Ozcan ve Ozgen 1996).

Bitki hiicresine giren T-DNA, hiicre ¢ekirdegine vir D proteini ile taginmaktadir
(Zambryski 1992, Howard et al. 1992). T-DNA’nin ¢ekirdek i¢ine alinmasinda Vir E,
proteinin rol oynadigr diisiiniilmektedir (Zambryski 1992). Bdylece bitki hiicre
cekirdegine giren T-DNA, bir veya birka¢ kopya halinde rastgele bolgelerde bitki
kromozomuyla birlesmektedir (Sekil 1.3), (Lemmers et al. 1980, Thomashow et al.
1980, Draper et al.1988a, b).

Gen aktarim1 yapilmis bitkilerin analizleri sonucunda, T-DNA’larda degisiklik oldugu
saptanmistir (Ream 1989). T-DNA’nin bitki kromozomuyla birlesme islemenin sag
simirdaki belli bir noktadan basladigi, ancak sol sinirda bu islemin degisik noktalarda

olabildigi belirlenmistir (Slightom et al. 1985, Yadav ef al. 1988). Son asamada ise
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bitki DNA’s1 onarilmakta ve T-iplik¢iginin ¢ift zincirli DNA’ya doniisiimii i¢in
replikasyon yapilmaktadir.
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Sekil 1.3 Bakteriden Bitki Hiicrelerine T-DNA Aktariminin Mekanizmas1 (Ozcan ve
Ozgen 1996)

Bitkilere gen aktariminda Ti plazmidlerinden yararlanma

Non-onkojenik (tiimor olusturmayan) plazmidler aracilifiyla gen aktarimi yapilmis bitki
hiicreleri, gen aktarimi yapilmamis hiicreler gibi davranmaktadirlar. Yani gen aktarimi
yapilmis hiicrelerin ve bu hiicrelerden gelisen transgenik bitkilerin normallerinden
ayrilmasi olanaksizdir. Bu sorun gen aktarilmis hiicrelerin ve bunlardan gelisen
siirglinlerin se¢imi igin isaret (markor) genlerinin gelistirmesiyle ¢Oziilmistiir. Bu
markdr genler sayesinde antibiyotik ya da herbisitleri iceren doku kiiltiirii ortamlarinda

sadece markor genlerin aktarildig: bitki hiicreleri gelisebilmektedir.

Gliniimiizde bir¢ok secici markdr geni tastyan bitki transformasyon plazmidleri
gelistirilmistir (Ozcan ve Ozgen 1996). Ornegin bakteriyel Tn5 transposonundan
elde edilen (Bevan et al. 1983) ve kanamasine dayamikliligi saglayan “Neomisin
fosfotransferaz (NPT II); E coli‘den izole edilen (Waldron et al. 1985) ve higromisin’e
dayanikliligr saglayan higromisin fosfotransferaz (HPT); ve farelerden elde edilen
(Eichholtz et al. 1987) ve methotrexate’a dayaniklilig1 saglayan dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) Streptomyces hygroscopicus’dan izole edilen” (DeBlock et al. 1987) ve

bialaphos’a dayaniklilig1 saglayan “bar”’geni sayilabilir.

Secici markor genlerin basinda bitkilere aktarilan yabanci genlerin belirtilerinin kontrol

edilmesinde kullanilan raportdr markor genleri de vardir ki, bunlarin en onemlisi 3
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glukoronidaz (GUS) genidir. Bitkilere aktarilacak gen ya da genler, T- DNA’da se¢ici

markdr genin yanina klonlanir.
1.6 Rotala Bitkisinin Genel Ozellikleri

Rotala tiirii Cizelge 1.1°de belirtildigi gibi Lythracea familyasindan Asya orijinli tek
yillik veya ¢ok yillik ve derin olmayan sularda ve su kenarlarinda gelisim gdsteren bir
bitkidir (Sekil 1.4). Bu tiirtin kirmiz1 ve yesil olmak iizere iki rengi bulunmasi nedeniyle
yerel olarak “yesil ve kirmizi rotala” olarak adlandirilmaktadir. 5 ile 7 pH araliginda
bulunan ¢ok yumusak sulardan ¢ok sert sulara kadar genis bir sertlik toleransi bulunan
sularda gelisim gostermektedir. Durgun, bol 1sikli ortamlarda ortalama 25-55 cm
boyutlarina ulagsmaktadir. Baz tiirlerin yaygin olarak goriildiigi tilkeler Cizelge 1.2°de

verilmistir (Cook1979, McMullen 2000).

Cizelge 1.1  Rotala macrandra’nin sistematikteki yeri (Anonymous 2008b)

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Ust boliim Spermatophyta
Boliim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Alt simif Rosidae

Takim Myrtales

Familya Lythraceae

Cins Rotala

Tiir Rotala macrandra
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Cizelge 1.2 Rotala cinsine ait bazi tiirlerin dagilim alanlar1

Tiir Ulke Kaynak
Rotala indica Kore Kasselmann (2003)

Nepal

Filipinler
Rotala rotundifolia Italya Micheli et al. (2006)

Tayvan

Vietnam
Rotala tripartita Avustralya Highet and Wilson (2007)
Rotala hexandra Endonezya Jie et al. (2007)

Filipinler
Rotala hippuris Cin Jie et al. (2007)
Rotala cordata Hindistan Jie et al. (2007)

Tayvan

Vietnam
Rotala densiflora Endonezya Jie et al. (2007)

Pakistan

Sri Lanka
Rotala rosea Tayvan Jie et al. (2007)

Malezya

Filipinler
R. taiwaniana Tayvan Jie et al. (2007)

Cin
Rotala macrandra Hindistan Anonymous (2008b)
Rotala filiformis Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala fluitans Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala ramosior (l.) Koehne || ABD Anonymous (2008c)
Rotala juniperina Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala longistyla Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala lucalensis Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala wallichii Tayvan Anonymous (2008d)
Rotala mexicana Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala myriophylloides Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala dentifera ABD Anonymous (2008d)
Rotala capensis Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala serpiculoides Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala catholica ABD Anonymous (2008d)
Rotala gossweileri Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
Rotala tenella Zimbabve Hyde and Wursten (2008)
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Sekil 1.4 Rotala macrandra bitkisinin akvaryumda goriiniisii (Anonymous 2008e)

Tiirkiye’de son 30 seneden beri su iriinleri egitimi ile birlikte su iiriinleri
yetistiriciliginde de 6nemli gelismeler goriilmektedir. Akvaryum bitkileri ticari olarak
biliyiik oranda satilmaktadir. Gegmiste onem gosterilmeyen ve biiyiik oranda disa
bagimli olan akvaryum bitkileri ticareti, farkli yontemlerin kulanilmasiyla birlikte
gelisime acgik bir liretim kolu haline gelecektir. Gelecekte bu yontemle iiretilen
bitkilerle ilgili farkl1 gelismeler sayesinde yeni is kollar1 olabilecegi diistiniilmektedir.
Bu ¢alismanin amaci ekonomik 6nemi olan akvaryum bitkisi Rotala macrandra’nin in
vitro kosullarda ¢ogaltimi1 ve herbisitlere dayaniklilik genlerinin bitkiye aktarilarak
akvaryumlarda yosun olusumunu engellenmesi ve istenilen bitkilerin ¢ogaltilmasi

amaglanmstir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

Kawashima et al. (1986), enteromorpha tiirlerinde protoplast izolasyonu yapmuslardir.
E. plorifera’nin 5 cm uzunlugundaki vejetatif yapraklari deniz alt1 taglarindan protoplast
izolasyonu i¢in toplanmistir. Bitki materyalleri epifit ve epizoalardan uzaklastirmak igin
steril bez ile temizlenmis ve 20 dakika karistirildiktan sonra steril deniz suyunda
% 11°lik povidon iyot iceren deniz suyu soliisyonunda 1 dakika bekletilmistir. Daha
sonra bu ¢ozelti 18°C’de iki giin boyunca antibiyotikli ortama manyetik siizgii
yardimiyla ilave edilmistir. Yapilan sterilizasyondan sonra bitki materyali steril deniz
suyu ile yikanip proteaz soliisyonunda 20 dakika bekletilmistir. Taze agirligt 1g olan,
1.5 10° protoplast izole edilmis ve aksenik protoplastlar kiiltir ¢ozeltisine asilanip
kiiltiirli yapilinca inokiilasyondan 1 hafta sonra yenilenmis hiicre duvarini olusturmus ve
tek hiicreler gelismistir. Basarili sekilde elde edilen iiriinler 160 litrelik tanklara transfer
edilmistir. Bir ay sonra iiriinler 3 cm yarigapa ulasmistir. Dort ay sonunda protoplast
kiltiir caligmalarinda 1g taze alg yapragindan 440.000 somatik klon parcasi elde

edilmistir.

Arnold and Tillberg (1987), Picea abies bitkisinin 12 ve 24 yash kalemlerini iklim
odasinda kiiltlire almiglardir. Kalemler ilk dnce 3 saat 250 uM BA ile muamele edilmis
ve sonra 5 uM BA ve Kin iceren ortamda 1 hafta bekletilmistir. Bu muamele ile 8 hafta
sonra en fazla adventif tomurcuk olusumu gozlenmistir. Adventif tomurcuk
olusumunun denemede kullanilan genotiplerin endogen sitokininlerinin miktariyla
baglantili oldugu tespit edilmistir. Fazla endogen sitokinin igeren vejetatif kalemlerde

fazla oranda adventif tomurcuk olusumu gézlenmistir.

Henry et al. (1987), Hygrophila erecta bitkisinde hiicre siispansyon kiiltiiri ¢alismasi
yapmiglardir. Hipokotil eksplantindan gelisen kalluslarda % 2.6 oraninda kafeik glikozit
ester ve verbaskozitin birikmesi goriilmiistiir. Buna karsin govde eksplantindan elde
edilen kalluslarda % 1 oraninda verbaskozit ve bazi kalluslarda kafeoil glikozid esterleri

tespit edilmistir.

Kane et al. (1988), Amerikan niliiferi Nelumbo lutea’ nin embriyosunu in vitro
kosullarda izole etmisler ve BAP, Zeatin, GA; ya da ABA igeren yarim kuvvette sivi

MS ortamda kiiltiire almiglardir. Rizom gelisiminde, BAP ve Zeatinin etkisi olmamis ve
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290 uM GA; igeren ortam en iyi sonucu vermistir. 0.38 uM 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

uygulanmistir.

Straub ef al. (1988), su bitkisi Phragmites australis’ in olgun tohumlarini 1 mg/1 2.4-D
ve IAA iceren besi ortaminda doku kiiltiiriine almiglardir. Kati, sari, parlak ve
embriyogenik kallustan sonra IAA’siz ortamda cok sayida bitki elde etmislerdir.
Yapilan histolojik ¢alisma hem embriyogenik hiicrelerin elde edildigini hem de rejenere

olan siirgiinlerin embriyogenik oldugunu gdstermistir.

Cook et al. (1989), su bitkisi Kosteletzkya virginica’ nin olgunlagmig embriyo ve govde
eksplantlarim1 kiiltiire alarak 30 g/l glukoz, 2 mg/l IAA ve 1 mg/l Kin iceren MS
ortaminda kallus yoluyla rejenerasyon saglamislardir. Govde 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 yiizey
sterilizasyonunda siilfirik asit ve etanol kullanmislardir. Bir saat HySO4 ile muamele
edilen tohumlar, c¢cesme suyunda durulanmis ve % 95’lik etanolde 10 dakika
bekletilmigtir. Tohumlar gece boyunca steril saf suda bekletildikten sonra yine % 95°lik

etanolde 5 saniye bekletilmis ve kurutulmustur.

Straub et al. (1989), su bitkisi Distichlis sipicata’ nin olgun tohumlarini kullanarak
doku kiiltiirii calismalar1 yapmiglardir. Kati, beyaz ve rejenere kabiliyeti olan kalluslar
olusmus ve lizerinde turuncu-yesil ¢izgiler gdzlenmistir. Rejenerasyon ortamina oksin
yerine 1 mg/l BAP ilave edince rejenere kabiliyeti ylikselmistir. Yapilan histolojik
caligmalar hiicrelerin embriyonik oldugunu gostermis fakat rejenerasyon siirglin
organogenesisi ile elde edilmistir. Rejenere olan bitkiler dogal kosullarda tohum ve
cicek olusturmustur. Tohumlarin ylizey sterilizasyonunda ¢amasir suyu veya ethanol
kullanilmigtir. 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 uygulanmustir.
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Jenks et al. (1990), Su zambak bitkisinde in vitro bitki rejenerasyonu calismasini
yapmislardir. Yaprak (Epiphyllous bitki) eksplanti 30 dk ¢esme suyunda tutulduktan
sonra 90 sn % 50 etanolle muamele edilmis ve 5 dk durulama yapilmistir. Daha sonra
12 dk % 1.31°lik NaOCI ve Tween-20 (2d/100ml) ile 5 dk muamele edildikten sonra 3
kere durulanmigtir. Besi ortami olarak {i¢ ortam kullanilmistir. Birinci ortam ; MS ve
0.56 mM myo-inositol, 1.2 uM thiamin-HCL ve 10 uM 2IP ve 3 uM IAA ve 87.6 mM
siikroz Ikinci ortam ; Birinci ortama % 0.8 agar ilave edilmistir. Uciincii ortam;
MS+0.56 mM myo-inositol, 1.2 uM thiamin-HCL ve 3 uM TDZ ve 3 uM IAA ve 87.6
mM siikroz, 150x25 mm kiiltiir tiipleri kullanilmig, 25+2 °C’de 16 saat fotoperyot
uygulanmis ve polypropilen membran raflar kullanilmistir. En iyi sonug {igiincii

ortamdan ve bitki basina ortalama 8 adet yaprak olarak elde edilmistir.

Kane et al. (1990), akvaryum bitkisi Cryptocoryne lucens’ in siirglin 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 gilinde
siirglin rejenerasyonu goriilmiistiir. En fazla silirglin rejenerasyonu tek koltukalti
eksplant1 kullanilarak, (7.7 adet/eksplant basina) 20 uM BAP ve 0.5 uM NAA iceren
LS ortamda elde edilmistir. 18 hafta sonunda en i1yi adaptasyon topraksiz bitki ortami ya
da poliiirethan kopiik tablalarda gerceklestirilmistir.

Bird et al. (1993), su bitkisi Ruppia maritima’y1 in vitro kosullarda kiiltiire almiglardir.
Rizom olusumunun, saf su ya da % 05 deniz suyu ile hazirlanmis yarim kuvvette MS
ortaminda, % 010, % 015 ve % 020 deniz suyu kullanimina gdre daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. % 05 ve % 010 deniz suyu igeren ortamda yiiksek oranda koklenme elde
edilmistir. Beton tanklarda, bitkilerin adaptasyonu i¢in akan deniz suyu kullanmislar ve
ex vitro kosullarda direkt koklenme ve % 100 basar1 elde etmislerdir. Boylece bitkinin

in vitro kosullarda ¢ogaltilabilecegini géstermislerdir.

Bird and Smith (1994), deniz yosunu Halophila engelmannii’nin koltukalti meristemini
kullanarak doku kiiltlirii ¢aligmalart yapmislardir. Aymi kiiltiir kabinda iki ortam
kullanmiglardir. Alt kisma % 0.8 agar igeren kat1 ortam, bunun {ist kisminada sivi besi
ortami konmustur. Kati ortamda inorganik besin maddeleri, bitki biiylime

diizenleyicileri, % 1 silikroz ve aktif karbon iceren suni deniz suyu kullanilmistir. Stvi
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ortam ise suni deniz suyu ve inorganik besin maddeleri igcermistir. Ortamda azot
kaynagi olarak nitrit kullanildiginda, koltukalti meristemden gelisen bitkilerde 6liim
goriilmiistiir. En 1yi gelisme, azot kaynagi olarak 3.4 mM GA; kullanildiginda elde
edilmistir. En fazla siirgiin olusumu 0.25 mg/l NAA ve 10 mg/l BAP igeren ortamda

gozlenmistir.

Agrawal and Ram (1995), su kestanesi (7rapa sp.)’nin in vitro g¢imlenmesi ve
mikrocogaltimi konusunda ¢alismislardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra embriyolar
NBS (Nitsch’in temel yar1 kat1 ortam1) ortamina yerlestirilerek bitkiler elde edilmistir.
Bu filizlerden siirgiin ucu ve nodal kisimlar alinarak NBL (Nitsch’in temel s1vi ortami)
ortaminda kiiltiire alinmistir. Rejenere olan siirglilerden alinan eksplantlar c¢esitli bitki
bliylime diizenleyici bulunan NBL ortamina yerlestirilmis ve siirgiin uzunlugu,
dallanma, bogum sayis1 ve kok gelisimi gibi ozellikler incelenmistir. Oksin axillary
tomurcuk Uretimini engellemis ancak yesil kok olusumunu artirmistir. Absisik asit geng
yaprak gelisimini engellemistir. 10° M BAP axillary dal iiretimini artirmada c¢ok etkili
olmustur. Bu dallar NBL’ye transfer edildiginde gévde uzamasi ve koklenme

goriilmiistiir.

Naseem et al. (1998), Cicer arietinum tohumlarinda ylizey sterilizasyonu
calismiglardir. En iyi sonuglar (% 98), % 10 NaOCIl’de 10 dk ve % 70 etanolde 3 dk

muamelelerinden elde etmislerdir.

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

adapte edilmis ve topraga aktarilmistir.
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Taylor et al. (1998), Piper methysticum bitkisinin doku kiiltiirii ¢alismasinda endojen
bulagikligin biiyiik bir sorun oldugunu bildirmislerdir. Seradan alinan bitkilerin benomil
ve rifampicin ile muamelesi sonucu  bulasikligin Oniine geg¢ilemedigini rapor
etmiglerdir. Bir diger uygulama da, ayr1 ayn birkag ¢esit antibiyotigin kiiltlir ortamina
ilave edilmesinden sonra 3-5 hafta hi¢ bulasiklik ¢ikmamasina ragmen daha sonra
bulagikligin tekrar ¢iktigin1 gozlemislerdir. Bulasiklik olmayanlar yeni bir ortama

aktarilirken bulasik olanlara ikinci bir ylizey sterilizasyonu uygulanmstir.

Das et al. (1999), Litchi chinensis tiirtinde iki yontem kullanarak siirgiin rejenerasyonu
elde etmislerdir. Birinci yontemde; tohumlar 20 mg/l BAP iceren MS ortamda kagit
kopriiler {izerinde ¢imlendirilmistir. Tkinci yontemde; bitkinin koltukalti meristemleri
her iki giinde bir 100 ng BAP ile muamele edilmistir. Birinci yontem ile kotiledon
noddan 4 hafta icerisinde 27.5 siirgiin elde edilmistir. Ikinci yontemde ise her koltulalt:
meristeminden 8 hafta icerisinde 8 siirgiin elde edilmistir. Ikinci yontemde yani in
planta muamelesinde; ilk once steril filtre kagitlar1 steril su ile islatildiktan sonra
koltukalti meristemlerin iizerine sarilmistir. Sonra {izerine degisik oranlarda BAP
uygulanmistir. Her iki yontem bitkinin 5 genotipinde denenmis ve iyi sonu¢ alinmistir.
Elde edilen stirgiinler 25 mg/ml IBA ile 15 dk muamele edilmistir. Biitiin genotiplerde
koklenme elde edilmistir. Bu bitkinin doku kiiltiirtinde “Bavistin” fungisiti ve organik
nutrient maddeler icermeyen ortam kullanilarak fungus bulasikligi kontrol altina

alinmustir.

Guillermo et al. (1999), Nothofagus leoni Espinosa ¢esidinde mikrocogaltim ¢alismasi
yapmuslardir. Eksplantlara ilk once 0.55 uM BAP uygulanmistir. Sonraki iki alt
kiiltiirde BAP icermeyen ortamlarda ¢ogaltim yapilmistir. Eksplantlar iizerinde kallus
olustuktan sonra siirgiinler geligsmistir. Siirgiinler 1.23 uM IBA muamelesi ile % 91.4
oraninda basar1 ile koklendirilmistir. Bitkilerde ilk koklenme 11’inci giinde

gozlenmistir.

Kane et al. (1999), Cryptocoryne wendtii’nin in vitro ¢ogaltimin1 yapmislardir. Bitki,
ylizey sterilizasyonu icin 15 dk ¢esme suyunda tutulduktan sonra 12 dk % 1.05°lik
NaOCl+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
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tizerine s1v1 ortam ilave edilerek ikili ortam kullanilmustir. I. ortam; MS, 0.56 mM myo-
inositol, 1.2 uM thiamin-HCL ve 87.6 mM siikroz, 2.2 uM BA, 0.57 uM TAA, 87.6 mM
siikroz ve % 0.8 agar Il.ortam; MS, BA (0-25uM), IAA (0-10 uM), siirgiin ucu, kati
ortama yerlestirilmistir. 150x25 mm kiiltiir tiipleri kullanilmis 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 satiga hazir bitkiler elde edilmistir.

Suri et al. (1999), bu ¢alismada Curculigo orchioides bitkisinde direkt Organogenesis
ve in vitro kosullarda adventif sogan olusumunu ger¢eklestirmislerdir. Yaprak
eksplantindan 4.4 uM BAP igeren B5 besi ortaminda eksplant basina 4 adet ve yer alt1
govdeden 10 adet siirgiin elde edilmistir. 22uM ya da fazla oranda BAP konsantrasyonu
yaprak eksplantlarindan siirgiin gelisimi iizerinde olumsuz etkiye neden olmustur.
Govde eksplantindan gelisen kallus tizerinde 8.8-35.2 uM BAP igeren ve 0.12- 0.23 mol
siikroz iceren ortamlarda cok sayida adventif sogan gozlenmistir. Eksplant basina en
fazla sogancik 35.2 uM BAP ve 0.18 M siikroz iceren ortamdan elde edilmistir. izole
edilen soganciklar, 35.2 uM BAP ve 0.23 M siikroz igeren ortama aktarildiginda
sekonder soganciklar (6 adet sogancik/eksplant basina) olugsmustur. Soganciklarin
koklendirilmesi i¢in bitki biiyiime diizenleyici igcermeyen ortamlara aktarilmistir. Elde
edilen bitkilerin % 90’1 basar1 ile topraga aktarilmis ve adapte edilmistir. Bitkiler bir

sezon soguga maruz kaldiktan sonra gelismeye devam etmislerdir.

Jenks et al. (2000), cesit seleksiyonu ve mutasyon 1slah ¢alismalarinda kullanmak
amacuyla siis ve su bitkisi olan Nymphoides indica’ da yaprak sap1 eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu elde etmislerdir. 2-IP, BAP ya da Kinetin (0-25 uM) ile IAA veya NAA
(0-25 pM) optimize edilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonunu (% 80) ve eksplant
basina siirgiin sayisini (11.5 adet), 0.56 mM myo-inositol, 1.2 uM thiamine-HCI, 116.8
mM siikroz, 10 uM BAP, 20 uM TAA ve % 0.8 agar igeren MS besin ortamindan elde
etmiglerdir. Histolojik kesit alinarak ayni eksplantta direkt ve indirekt siirglin

organogenesisi ile siirgiin rejenerasyonu dogrulanmastir.
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Lopez-Escamilla et al. (2000), Picea chihuahuana tiirinde zigotik embriyolari
kullanarak adventif embriyo olusumunu gozlemislerdir. Embriyo olusumu i¢in BAP ve
NAA. Kin ve 2.4-D igeren ve icermeyen B5 besi ortami kullanilmistir. Kin igeren
ortamlarda 14 giinde, BAP igeren ortamda ise 17 glinde embriyo olusumu gozlenmistir.
Embriyo olustuktan sonra % 50 makro-mikro elemetler igeren ve igcermeyen, Bitki
bliylime diizenleyici igceren ve igermeyen ortamlarda 30 giin birakilmistir. 15 glin sonra
gelisen embriyolar 1/2 SH besi ortaminda birakilmiglardir. En fazla embriyo olusumu 3
mg/l Kin iceren ortamdan (5 adet) ve 5 mg/l BAP igeren ortamdan (7 adet) elde
edilmistir. Elde edilen siirgiinler, koklendirmek amaciyla 3 ve 5 mg/l IBA igeren sivi
yarim kuvvette SH ortamda 24 ve 48 saat bekletilmistir. Sonra siirgiinler bitki biiyiime
diizenleyici icermeyen yarim kuvvette SH ortamda kagit kopriiler tizerinde birakilmistir.
Histolojik analiz sonucglart Somatik embriyo olusumu i¢in Kin’in BAP’a gore daha

erken uyar1 verdigini gozlemislerdir.

Te-chato and Lim (2000), In vitro gelisen mangosteen (Uzakdogu’da yetisen tropik
meyveli bir bitki) fidelerinden elde edilen 5-15 mm uzunlugundaki yaprak eksplantini
kullanarak bitki rejenerasyonunu gerceklestirmislerdir. 2.22 uM BAP ve 2.25 uM TDZ
iceren MS ortamda % 66.8 oraninda kallus olusumu gozlenmistir. Kallus basina
ortalama 4.45 adet siirgiin ucu 4 alt kiiltiirden sonra elde edilmistir. 0.44 uM BAP
iceren WPM (Woody Plant Medium) ortaminda ortalama eksplant basina 9.3 siirgiin
elde edilmistir. Siirgiin uzamasi i¢in 5-6 siirgiin ayni1 ortamda kiiltiire alindiktan sonra
0.32 uM NAA ve 0.13 uM BAP igeren siv1 Y2 MS ilave edilmistir. 1.11 uM BAP ve
0.25 g aktif komiir igeren WPM’da % 68.2 oraninda koklenme elde edilmistir. Bitkiler

saksilara aktarilmis ve basarili bir sekilde adaptasyon saglanmustir.

Chen et al. (2001), Oncidium cinsinde ¢iceklerin canlilik siiresini artirmaya
calismislardir. Cigek saplari, ¢igeklerin uzun siire canli kalabilmesi i¢in 50 mg/l Kin ve
40 gr/1 siikroz igeren ortamda bekletilmistir. Yalniz Kin veya Siikroz i¢eren sivi ortamda
bekletilen cicek dallarindaki sonuglar Kin ve siikrozun birlikte kullanilmasina gére daha
diisiik olmustur. Cigek saplarinin ilk 6nce Kin ve sonra siikroz iceren ortama konulmasi

daha iyi sonug vermistir. Gibberalik asitin bir etkisi gdzlenmemistir.
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Lin et al. (2001)’e gore bitkiler ve hayvanlarda yabanci genleri basarili olarak aktarmak
miimkiindiir. Fakat bircok onemli algde gen aktarim sisteminin gelistirilmesi hala
gelisme asamasindadir. Chlamydomonas reinhardtii’de gen aktarimi sistemi basari ile
gelistirilmigtir. Diger algler 6rnegin; mikroalg olan Volvox carteri ‘de gen aktarim
calismasi baslangic asamasindadir. Bu asamada ticari olarak onemli kirmizi alg
Porphyra ‘min genetik transformasyonu yapilamamustir. Elektroprocess ile yontemi icin
seleksiyon markeri iceren P. leustoica arktasporlari elektroporasyona ugramistir.
Elektroporasyona ugramis Ornekler 24 saat, bir hafta, iki hafta ve sekiz haftalik

orneklerden PCR analizi sonucu tiim 6rneklerde plazmid DNA nin varlig1 goriilmiistiir.

Oztiirk (2002), Ludwigia sp’nin in vitro mzlh ¢ogaltimi ¢alismasim yapmustir. Yiizey
sterilizasyonu i¢in bitki 15 dk ¢esme suyunda tutulmus ve 9 dk % 20’lik ticari ¢camasir
suyuyla muamele edildikten sonra 3 dk 3 kere durulama islemi yapilmistir. Ug
meristemi, birinci, ikinci ve tgilincii-dordiincli koltukaltt meristem eksplantlar1 4 hafta
MS, % 3 siikroz, % 0.8 agar, BAP (0.1, 0.2 ve 0.3 mg/l), TDZ (0.05, 0.1, 0.15 mg/1).
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 kullanilmig ve 24 + 1°C’de
16 saat fotoperyot uygulanmistir. En fazla siirgiin (12.31 adet/eksplant) u¢ meristemi ile
0.05 mg/l TDZ ve 0.1mg/l NAA iceren MS besi ortamindan elde edilmistir. Rejenere
olan siirgiinler 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 24°C + 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 s1v1 giibre (FloraPride, Tetra Plant)

ilave edilmistir.

Damiano et al. (2003), cilek, armut, elma ve su bitkisi Hygrophila corymbosa sp.
Stricta’ nin hizli ¢ogaltiminda TIS (araliklarla daldirma) yontemi, durgun sivi ve agar
ile katilagtirillmis ortam arasinda karsilastirma yapmuglardir. Cilek bitkisinde TIS
yonteminde daha fazla silirglin rejenerasyonu goriilmiistiir. Armutta ise sonuglar
genotipe bagli olarak degismistir. Fakat yine TIS yontemi ile daha fazla siirglin

rejenerasyonu elde edilmistir. Bunun yanisira TIS ile g¢ogaltilan siirgiin uglarinda
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nekrozis gozlenmemistir. Benzer sekilde H. corymbosa bitkisinde de TIS yonteminde
diger yontemlere gore daha fazla siirgiin olusmustur. Tiim yontemlerde sivi ortamda
yiiksek oranda vitrifikasyon gozlenmesine ragmen TIS ile gelistirilen bitkilerde
vitrifikasyon goriilmemistir. Cilek bitkisinde 0.3 mg/l BAP. 0.1 mg/l IBA. 0.1 mg/l
gibberalik asit iceren pH 5.7 olan MS ortam1 kullanilmistir. Armut bitkisinde 0.5 mg/I
nikotinik asit, 0.5 mg/l piridoksin, 2 mg/l glisin, 0.5 mg/1 tiamin-HCI, 150 mg/I inositol,
1 mg/l Ca-pantotenat, 0.1 mg/l biyotin, 0.5 mg/I riboflavin, % 2 siikroz, 0.4 mg/l BAP,
0.05 mg/l IBA igeren ve pH 5.7 olan MS ortam kullanilmistir. Elma bitkisinde 0.4 mg/1
BAP, 0.05 mg/l IBA igeren ve pH 5.6 olan MS ortam kullanilmistir. Hygrophila
bitkisinde % 2 siikroz, 0.6 mg/l gibberallik asit igeren pH 6.8 olan ortam kullanilmistir.
Denemelerde  her muamelede 10 eksplant kullanilmis olup 3 tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir. En son degerler 60 giin sonra kaydedilmistir.

Moncalean et al. (2003), Bu calismada. Actinidia deliciosa tiriniin siirgiin ug¢larini
degisik oranda BAP ile muamele ettikten sonra seliilloz ile sabitlestirilen MS ortama
yerlestirmiglerdir. 4.4 uM BAP ile 30 dk. 1 giin, 2 giin, 35 giin muamele edilmis
eksplantlardan gelisen bitkilerin yapraklarinda apsisik asit, [AA, zeatin, dehidrozeatin
zeatinribosit, dihidrozeatinribosit, N6 isopentiladenin, N6 isopentenil adenosin
oranlarina bakilmistir. Analizler ii¢ alt kiiltlirden 31 giin sonra ex vitro kosullarda
yapilmistir. Calisma sonucunda endogen fitohormonlar ve bitkinin gelisimi arasinda bir
etkilesim oldugu goriilmiistiir. En iyi bitkicikler 4.4 uM BAP ile 1 giin muameleden
elde edilmistir. Bu bitkilerde, diger bitkilere gore yiiksek oranda IAA, sitokininler ve
absisik asit kaydedilmistir.

Gasdaska et al. (2003), Lemna bitkisinde interferon alfa 2b (IFN), insan biiyiime
hormonu (hGH), Fab ve Mab proteinleri aktarilmistir. Bu dort rekombinant proteinler
Lemna bitkisine aktarilarak terapotik protein Lemna bitkisinde {retilmistir. Bu

calismayla seker hastalarinin dogal yollarla tedavisi amag¢lanmustir.

Vikrant and Rashid (2003), Paspalum scrobiculatum bitkisinde doku kiiltiirii ¢alismasi
yapmiglardir. Olgunlasmis embriyolar 2.4-D igceren MS ve N6 besi ortamlarina
yerlestirilmis ve 5 haftada somatik embriyolar olusmustur. Somatik embriyolar 2.4-D

icermeyen ortama yerlestirilmis ve bitkiler elde edilmistir. MS ve N6 ortamlari
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kiyaslandiginda; N6 ortammin somatik embriyogenesis i¢in daha uygun oldugu
gozlenmistir. Eksplantlarin ilk asamada 11 giin 100 uM 2.4-D ile muamelesinin somatik
embriyogenesis i¢in 6nemli oldugu gozlenmistir. 2.4-D’nin en uygun muamele
stiresinin 4 ve 7 giin oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligma monokotil bitkilerde hem somatik

embriyogenesis hemde siirgiin rejenerasyonu agisindan ilk ¢aligma olmustur.

Wawrzyn’czak and Goszczyn’ska (2003), Dianthus caryophyllus tiriinde ¢alismiglardir.
D. caryophyllus (Karanfil-Dianthus) bitkisinin ‘Dolce Vita’, ‘Impala’, ‘Domingo’,
‘Tanga’ ve ‘Charlotte’ c¢esitlerinden elde edilen kalemler 24 saat BA ve Kin iceren
ortamda birakilmistir. Karanfil ¢igeklerinin fazla siire taze kalabilmesi 0.05 veya 0.1
mM Kin ve BA kullanarak saglanabilmistir. ‘Dolce Vita’, ‘Impala’, ‘Domingo’ ve
‘Tango’ ¢esitlerinde 0.05 mM Kin veya BA kullanilarak ¢icek dmriinde belirgin bir fark
gbzlenmistir. Fakat ‘Charlotte’ ¢esidinde 0.05 mM Kin, 0.1 mM BAP muamelesi ile

cicek 0mrii ve ¢icek capi lizerinde olumlu etki goriilmiistiir.

Anthony et al. (2004), Leucopocon verticillatus tirlinlin rejenerasyonu i¢in somatik
embriyogenesis ile bir protokol gelistirmislerdir. En iyi sonuglar 10 uM TDZ ve 5 uM
IAA igeren, % 4 maltoz ve % 0.7 agar igeren gamborg B5 (pH: 6) ortamindan elde
edilmistir. Somatik embriyolar ana eksplanttan alindiktan sonra 2 Gamborg BS5
ortaminda kiiltiire alinmistir. Embriyolarin 100 uM IBA ile 2-5 giinlilk muamelesi
koklenmeye yardimci olmustur. Agar iceren ortamda gelisen kokler ince ve kirillgan
yaptya sahip olmuglardir. Bu nedenle koklendirmek i¢in kum ve arpa ortami
kullanilmigtir. Bu ortamda % 60 oraninda kirilmayan kokler ve bitkiler elde edilmis ve

topraga aktarilmistir.

Andersone and Levinsh (2004), olgun bitki dokularinda diisiik oranda morfogenesisin
sebeplerinden  birinin  sitokinin ~ muamelesine  tepki  gosterilememesinden
kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada sitokininin etkisini artirmak i¢in ilk dnce
Pinus sylvestris bitkisinin tomurcuk eksplantlar1 sogukta bekletilmistir. Yalnz 22 °C’de
bekletilen tomurcuklarda sitokininin etkisi goriilmemistir. Fakat soguk muamelesi
yapilan eksplantlarda yiiksek oranda BAP muamelesinin etkili oldugu ve
tomurcuklardaki dormansiyi kirmak i¢in hem fiziksel hemde biyokimyasal yontemler

kullanilarak fazla sayida siirgiin elde edilebilecegini belirtmislerdir.
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Madhulatha et al. (2004), in vitro muz (Musa spp.) ¢cogaltiminda yiiksek oranda BAP
ve Kin muamelesinin etkisini incelemislerdir. En iyi silirglin rejenerasyonu eksplantin 50
mg/l BAP ve 50 mg/l Kin iceren ortamda 60 dk bekletilmesiyle elde edilmistir. Kok
gelisimi siirgiinlerin 100 mg/l NAA ve 100 mg/1 IBA igeren ortamda 60 dk bekletilmesi

ile elde edilmistir.

Othman and Hock (2005), Cryptocoryne minima Malezya’nin Malay yarimadasinda
Araceae familyasina ait akuatik ve endemik bir tiirdiir. Tanjung ‘da Selarong nehri ve
Jelutung nehirlerinden alinan bitkilerde RAPD teknigi ile bu bitkisinde genotip
varyasyonu bulmaya c¢alisilmistir. Primer olarak OPA -20.0PC-01.0PC-12.0PC-
14.0PH-08.0OPH-12 kullanilmis bu primerlerden 135 polimorfik bant elde edilmistir.

Sakulkoo et al. (2005), giiney bat1 Asyada yaygin olan bir su bitkisi olan su 1spanagi
(Ipomoea aquatica) ile yapilan bu calismada Tayland Mac Mohan Maden ocaginin
drenaj suyunda yiiksek oranda bulunan siilfatin (800-2000 mg/l ) etkisini énlemek i¢in
Arabidopsis APS (APR1) reductaz geni [ aquatica genine aktarilmistirdir. Aquatica
tohumlar1 doku kiiltlir caligmasinda yiizey sterilizasyonu uygulanip tohumlar katt MS
ortaminda yar1 MS inorganik tuzlari ile 100 mg/1 inositol 0.1mg/l tiamin-HCI, 0.5 mg/I
folik asit 30 g/L seker 2.5 g/L gellan zamki ile kiiltiir alinmustir. 25°C altinda 16 saat/ 8
saat fotoperiod ve 3000 lux 151k altinda tutulmustur. Bu ¢alismada 200 kotiledon pargasi
20 ml A.tumafaciens iceren MS ortaminda bekletilmistir bunun disinda kokiiltiivasyon
esnasinda 50mM asetosiringon ilave edilerek 25°C’de bekletilmistir. Kokiiltiivasyondan
sonra 10 uM TDZ, 300 mg/l sefotaksim 25°C’de 16 saat fotoperiyotta bir ay
bekletilmistir. 2 cm biiytikliiglinde siirgiinler elde edildikten sonra MS ortamda 12 pM
TDZ, 25mg/l hidromisin 30mg/l sefotaksim igeren Kkiiltiir kutularina aktarilmistir.
Yasayan siirgiinler bir ay sonra 30 mg/l sefotaksim igeren MS ortamina konulmus, iyi
gelisenleri cam seraya aktarilmistir. Bu bitkilerde gen aktarimi yapilip yapilmadigini
anlamak amaciyla Xhal ve Xhol enzimleri ile kesilmis DNA parcalariyla APRI gen
aktarilmas1 tespit edilmistir. Transgenik bitkilerde siilfat ve kadmiyuma kars
dayaniklilik ve yiiksek oranda siilfat birikmesi goriilmiistiir. Hasatta edilen bitkilerden

cesitli amaclarda kullanilmak {izere siilfat elde edilebilecegi belirtilmistir.
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Sumlu (2005), Tiirkiye’de gol ve goletlerde dogal olarak bulunan niliifer bitkisinin iki
tiirlinden biri olan Nymphaea alba L. (niliifer) 'nin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi
ve ¢ogaltimi amaciyla yapilan arastirmada tohum ¢imlenmesi % 60 oraninda 1 mg I
BAP ve 0.1 mg I TIAA igeren MS besi ortaminda elde edilmistir. Ancak 5 ay sonra
tohumlarin dormansiye girmeleri nedeniyle, tohumla yapilan ¢alismada MSO ortami ve
kagit filtre kopriilerine degisik oranlarda GAs;, KNOs; ve TDZ ilave edilerek
dormansinin kirtlmasia calisilmistir. Yalniz degisik oranlarda TDZ’li sivi ortamlarda
kagt filtre kopriiler lizerinde ¢imlenme elde edilmis, en fazla ¢imlenme 0.05, 2.00 ve
4.00 mg I'' TDZ ilaveli ortamlarda goriilmiistiir. Aydinhga (16 saat aydinlik / 8 saat
karanlik) gore oda sicakliginda karanlikta ¢imlenen fideciklerin daha uzun olduklar
kaydedilmistir. 0.05 mg/l TDZ kullanim1 daha ekonomik bulunmus ve c¢imlenen

tohumlardan elde edilen bitkicikler akvaryumlara konulmustur.

Andrade et al. (2006), Eucalyptus grandis tiriinde in vitro ¢gogaltim i¢in yiiksek oranda
bitki biiylime diizenleyici uygulamasi denemislerdir. BAP’1n 0, 200, 400 ve 600 mg/l
oranlar1 1, 2 ve 3 saat silireyle 3 ve 5.8 pH derecesinde uygulanmis ve eksplantlar
tizerindeki morfolojik etkisi incelenmistir. Eksplantlarin her hafta yas agirliklar
kaydedilmigtir. 21 giinlik kiiltirden sonra muamele basina siirgiin rejenerasyonu,
eksplant basina siirgiin rejenerasyonu incelenmistir. Deneme sonucunda, pH’in BAP
konsantrasyonlar1 ve muamele siiresi lizerinde etkisinin olmadigi goriilmiistiir. En etkili
sonuclar BAP’1n 200 mg/l oraninin 1 ve 2 saat muamelesinden elde edilmistir. Her iki
muamele sonucunda bitkinin kortikal parenkima ve prokambiyum hiicrelerinde yogun
oranda c¢ogaltim goriilmiistiir. Calisma sonucunda yliksek oranda BAP uygulamasinin

E. grandis bitkisinin ¢ogaltim1 i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

Micheli et al. (2006), Cryptocoryne becketti, Cryptocoryne lutea ve Rotala
rotundifolia min in vitro ¢ogaltimini yapilmistir. Eksplantlarda sterilizasyon amaciyla
%1-1.5 oraninda sodyum hipoklorit kullanilmistir. En iyi ¢ogaltim 0.5 mg/l NAA ve
1.00-4.00 mg/l BAP igeren LS (Linsmaier and Skoog medium, 1965) ortamdan elde
edilmistir. Her 2 BAP konsantrasyonundan 1 mg/’BAP’da diger ortamlara gére daha
fazla kok olusumu goézlenmistir. 4 mg/I’BAP iceren ortamda fazla sayida siirgiin
olusumu gozlenirken diisiik sayida kok ve kisa kokler tespit edilmistir. Bitki

adaptasyonu i¢in bitkiler organik madde, kil ve kum (%1-1-10) igerigiyle hazirlanmis
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akvaryumlara aktarilmistir. Bu karisimda yetisen bitkiler Compo Cactea ticari
karisitmina goére daha iyi sonucglar vermistir. Adaptasyona birakilan bitkilerden 1
mg/I’de c¢ogaltilmis olanlarda kok olusumu diger bitkiler nazaran daha fazla sayida
tespit edilmistir. Calisilan bitkiler i¢inde en fazla adaptasyon yiizdesi Rotala
rotundifolia’da elde edilirken bu tiirdeki siirgiin cogaltimida  fazla olmustur.
Cryptocoryne’in her iki tliriinde ise ¢cogaltim ile koklenme ararsinda herhangi bir fark

gbzlenememistir.

Panigrahi et al. (2006), Hygrophila auriculata bitkisinin yaprak eksplantlarindan BAP
ve NAA iceren MS ortamda silirgin rejenerasyonu elde etmislerdir. Yaprak
eksplantindan kallus yoluyla en iyi siirgiin rejenerasyonu 2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA
iceren ortamda goriilmiistiir. 3 cm’den fazla gelisen siirgiinler 0.1 mg/l NAA iceren MS
ortamda koklendirilmistir. Elde edilen bitkilerin % 80’1 basartyla topraga aktarilmis ve

adaptasyon saglanmuistir.

Husain et al. (2007), Pterocarpus marsupium (kino zamki) tliriinde calismiglardir.
Bitkinin 18 giinliik fidelerinden elde edilen kotiledon bogum eksplantlar1 0.1-10 pM
TDZ iceren MS ortamda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin ytlizdesi (% 90) ve eksplant
basina en fazla siirgiin sayist (15.2 Adet) 0.4 uM TDZ igeren ortamdan elde edilmistir.
Eksplantlarin uzun siire TDZ igeren ortamda bulunmasi siirgiin uzunlugunda olumsuz
etki yapmustir. 1lk asamada; TDZ’nin etkisi ile siirgiin olusturan eksplantlar siirgiin
gelisimi ve uzamasi i¢in 5 pM BA iceren ortama aktarilmigtir. En fazla siirgiin uzamasi
5.4 cm ortalama ile 5 uM BA igeren ortamdan elde edilmistir. Fazla sayida siirgiin elde
etmek amaciyla, siirgiinler alindiktan sonra ana eksplant dokusu tekrar tekrar
rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmistir. Boylece eksplant basina 44 adet siirgiin elde
edilmistir. Siirgiinlerin % 65’ninde en fazla siirgiin basina 4.4 adet kok goriilmiistiir. Bu
stirgiinler 4 giin 200 uM IBA iceren ortamda bekletildikten sonra 0.2 uM IBA ve 3.96
uM floro glukinol igeren ortamda koklendirilmistir. Elde edilen bitkiler ilk 6nce iklim

odasinda tutulmus daha sonra seralara % 70 oraninda aktarilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Bitki materyali

Calismada Rotala macrandra tiirii su bitkisi kullanilmistir. Bitkiler. ¢esitli yollarla yurt
disindan getiren yerel akvaryumculardan temin edilmistir. Bitkinin tiir tayini Dog. Dr.
K. M. Khawar (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii) ve Dog.
Dr. H. H. Atar (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii) tarafindan
yapilmustir. Ticari akvaryumculardan alinan bitkiler adaptasyon amaciyla kontrollii

kosullardaki akvaryumlara dikilerek biiytitiilmistiir.
3.1.2 Deneme yeri

Denemeler Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Béliimii Laboratuvarlari ile

Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.
3.1.3 Invitro caliymalardaki biiyiime ortamlari ve kiiltiir kosullar

Denemelerde Murashige and Skoog 1962 mineral tuz ve vitaminleri (Cizelge 3.1) ile %
3 stikroz igeren ve % 0.8 (type A. Sigma), % 0.6’lik agar (Duchefa. Almanya) veya %
0.215 gelrit (Sigma Aldrich. St Lo. Mo) ile katilastirilan temel besin ortami (MSO)

kullanilmigtir. Stvi kiiltiir denemelerinde agar ilave edilmemistir.

Ortam hazirhiginda ¢ift distile saf su kullanilmis olup, gereken durumlarda besin
ortamina farkli konstrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri (sitokinin ve oksin) ilave
edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1N NaOH ve 1N HCIl kullanilarak 5.7’e ayarlandiktan
sonra 1.4 kg basing altinda ve 120°C*de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmustir.

Tim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (30.000 liix) altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik
fotoperiyodunda 24+1°C sicaklikta tutulmuglardir.
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Cizelge 3.1 Murashige and Skoog (1962) ortaminda bulunan makro. mikro elementler,
vitaminler ve konsantrasyonlari

Makro elementler Konsantrasyon (mg/l)
NH4NO; 1650
KNO3 1900
CaClL,2H,O 440
MgS0,4 7H,0 370
KH,PO4 170
Mikro elementler Konsantrasyon (mg/l)
KI 0.83
H3;BO; 6.20
MnSO,4 4H,0 22.300
ZnS0O4 7H,0 8.600
Na;Mo0O42H,0 0.250
CuS045H,0 0.025
CoCl, 6H,O 0.025
FeSO47H,0 27.850
Na,EDTA.2H,0 37.250
Vitaminler Konsantrasyon (mg/l)
Myo-Inositol 100.000
Nicotinic Acid 0.500
Pyrotinic Acid 0.500
Thiamine-HCI 0.100
Glycine 2.000

3.1.4 Bitki biiyiime diizenleyicileri

Biiyiimeyi diizenleyiciler uygun c¢oziiciilerde c¢oziildiikten sonra standart sekilde
istenilen miktar ve oranda stok solusyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Hazirlanan

stok solusyonlarin bir kismu +4 °C” de iki ay bir kismida -20 °C saklanmistir. Bliylimeyi
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diizenleyiciler ortamlara otoklavda steril edilmeden Once ilave edilmistir. Bazilar1 da

otoklavda tutulduktan sonra ilave edilmistir.

Cizelge 3.2  Kullanilan biiyiimeyi diizenleyicilerin ¢oziiciileri, saklama kosullar1 ve
sterilizasyon yontemleri

Biiyiimeyi diizenleyiciler | Céziicii ?,ack)lama kosullar ss‘:le;i‘hzasy““
Oksinler
NAA IN NaOH +4 Otoklav
Sitokininler
BAP IN NaOH +4 Otoklav
Kinetin IN NaOH +4/-20 Filtre

3.1.5 Agrobacterium bakteri materyali

Calismada. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi. Tarla Bitkileri Béliimii’nden temin

edilen

kanamisin antibiyotigine ve herbisitlere dayaniklilik

Agrobacterium tumefaciens hatlar1 kullanilmistir.

genlerini tastyan

Cizelge 3.3  Agrobacterium tumefaciens hatlart ve Ozellikleri (Becker et al.1992,
Ozcan 1993)
Bakteri Yardimci
hatti plazmid Tkili Bitki
vektor seleksiyonu
(Secici antibiyotik)
. 35S GUS-INT km
GV2260 (100 mg/1 rif) pGV2260 P
(50 mg/1 km) (50-100 mg/)
) pRGGbar bas/fos
LBA4404 (100 mg/1 rif) pAL 4404
(25 mg/l km) (0.5-1.0 mg/)

km:Kanamisin, fos=fosfonitirisin, bas= basta, rif= rifampisin
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3.1.6 Antibiyotikler

Biiylime ortamlarina ilave edilmeden 6nce her antibiyotik mikro filtreler kullanilarak
steril edilmis ve otoklavdan giktiktan sonra 1sis1 45°C’ye diigmiis olan kati ortamlara
ilave edilmistir. Cizelge 3.4 ve 3.5’de kullanilan antibiyotikler ve konstrasyonlar1 yer

almaktadir.

Cizelge 3.4 Agrobacterium hatlarinin biiylitiilmesinde kullanilan antibiyotikler,

coziiciiler ve saklama kosullar1

Antibiyotikler |Kullanilan oranlar Stok Coziiciller Saklama
(mg/l) (mg/ml) kosullar1 (°C)
Rifampisin 100 25 Methanol -20
Kanamisin 100 50 su -20

Cizelge 3.5 Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda ve Agrobacterium
gelisiminin engellenmesinde kullanilan antibiyotikler, ¢oziiciiler ve
saklama kosullar1

Antibiyotikler | Stok soliisyon Kullanilan Coziicii Saklama
(mg/ml) konsantrasyon kosullar1 (°C)
(mg/l)
Kanamisin 50 50 Su -20
Augmentin’ 100 500 Su -20

* Ko kiiltiivasyondan sonra 4. tumefaciens 'in gelisimini engellemek igin kullanilmustir.

3.1.7 Kullanilan aletler ve kaplar

Yapilan calismalarda; Nuaire marka steril kabin, Otoklav, kimyasal maddeler, 1siya

dayanikli cam malzemeler, Magenta GA7, iklim dolabi, manyetik karistiric

kullanilmustir.
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3.2 Yontem
3.2.1 Eksplant yiizey sterilizasyonu

In vitro caligmalardaki ilk asama yiizey sterilizasyonudur. Bitkinin yiizey sterilizasyonu
icin en yiiksek basarinin saglanacagi en diisiik dezenfektan dozu belirlenmeye
calisilmigtir. Bitkiler, iizerindeki kalintilarin uzaklastirilmasi amaciyla 15-30 dakika
cesme suyunun altinda tutulduktan sonra camasir suyu (NaOCI- Ace), Tween 20 ve
PPM" (Bitki Koruyucu Karigim; methylchloroisothiazolinone and
methylisothiazolinone igerikli bitki koruyucu karisim - Plant Cell Technology Inc.
Washington ABD, tarafindan gelistirilen bir biosittir ve doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
mikroorganizmalar1 énlemek ic¢in yaygin olarak kullanilmaktadir) kullanilarak degisik
muamelelere tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu amaciyla her konsantrasyon %7100,
%50, %30 %10 ve %5 oranindaki ticari ¢amasir suyunda (Ace) 30, 5, 10 ve 5 dk ve
%1.5-%2-%2.5-%3 PPM — 1, 2, 4, 8 ve 12 saat bekletme uygulamalar1 yapilmis ve steril
saf su ile durulanmistir. Fakat tam olarak steril bitki elde edilememistir. %1.5-%2-%2.5
PPM’de 4 saat bekletilen ve kismen steril olan bitkilerin bogum aralarindan elde edilen
steril bitki pargalar1 yine steril petri kaplar1 igerisinde % 3 siikroz igeren ve % 0.8 agar
(Sigma), % 0.6’lik agar (Duchefa. Almanya) veya % 0.215 gelrit (Sigma Aldrich. St Lo.
Mo) ile katilastirilan MS besin ortaminda 24 + 1°C’de tutularak steril bitkiler elde

edilmistir. Steril olan eksplantlar doku kiiltiirii caligmalari i¢in ayrilmiglardir.
3.2.2 Eksplant izolasyonu

In vitro gelisen steril siirgiinlerden yaprak. kok ve govde eksplantlar1 (bogum arasi), ug,
I’inci koltukaltt ve 2’nci koltukaltt meristemi izole edilmistir. Her biri 5-6 mm

uzunlugunda pargalara ayrilarak ¢ogaltim ortamina konulmustur.
3.2.3 Adventif siirgiin rejenerasyonu

Denemelerde yaprak, 1’inci bogum arast ve 2’nci bogum arasi eksplantlari BAP
sitokininleri ile NAA oksinlerini igeren ortamlara yerlestirilmistir. Eksplantlar 4 hafta
biliylimeyi diizenleyiciler iceren ortamlarda tutulduktan sonra biiyiime diizenleyici

icermeyen MSO ortama alinmig ve 4 hafta bu ortamda tutulmustur.
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Siv1 kiiltiir denemesinde u¢ meristemi, 1’inci ve 2’inci koltukaltt meristemi, yaprak,
govde (bogum arasi) eksplantlar1t BAP, NAA ilave edilmis sivi MS igeren Magenta
kaplarinda kiiltiire alinarak calkalayiciya yerlestirilmistir. Biitlin doku  kiiltiirii

caligsmalar steril kabin igerisinde aseptik kosullarda yapilmistir.
3.2.4 Mikrocogaltim

Denemelerde u¢ meristem. 1’inci ve 2’nci koltukaltt meristemleri BAP ile NAA iceren
ortamlara yerlestirilmistir. Eksplantlar 4 hafta biiylimeyi diizenleyiciler iceren

ortamlarda tutulduktan sonra MSO ortama alinmis ve 4 hafta bu ortamda tutulmustur.
3.2.5 Agrobacterium bakteri kiiltiiriiniin saflastirilmasi ve biiyiitiilmesi

Sivi bakteri kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasina, Nutrient agar (NA) besin ortaminda
biiyiitiilmiis olan bireysel kolonilerden baslanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan
sonra gerekli antibiyotikleri iceren Nutrient Broth (NB) (Sigma Chemical Co St. Lo.
Mo) bakteri biiylitme ortamina konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢alkalamali
inkiibatérde 28 + 1°C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle biiylitiilmiistiir. Bu kiiltiirler
daha sonra gen aktariminda kullanilmistir. Yeniden bireysel koloniler elde edebilmek
icin ¢ok az miktarda bakteri kiiltiirii agarli besin ortamu {izerine steril bir lupla yayilmus,
bu kiiltiirleri igeren petri kutulari ters gevrilerek 28 +1°C‘de inkiibe edilmistir. 2 giin
icinde kolonilerin olustugu goézlenmistir. Herhangi bir bulagmay1 6nlemek icin biitiin

bakteriyel ¢alismalar steril kabin igerisinde yapilmistir.
3.2.6 Bakterinin uzun siireli korunmasi

Bakteri kiiltiirleri stretch film ile sarilmis, ters ¢evrilen petri kutularinda 4 °C’de 6 hafta
korunmustur. Daha uzun siireli muhafaza islemi esit miktarda bakteri kiiltiirii ve % 40
gliserol igceren NB 1.5 ml’lik “’kryogenik’’ tliplerde karistirildiktan sonra sivi azotla
hizli bir sekilde dondurulup, -80°C’de muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri

kiiltiirlerinin canliligii 10 y11 boyunca muhafaza etmek miimkiindiir.
3.2.7 Agrobacterium tumefaciens aracihigiyla gen aktarimi

Calismalarinda. denemeye alinan eksplantlardan yiiksek rejenerasyon gdsteren

eksplantlar gen aktarma caligmalarinda kullanilmistir.

36



GV2260 p35S GUS-INT ve LBA 4404 pRGGbar A. tumefaciens hatlart ile bu
eksplantlar inokiile edilmistir. Her iki 4. tumefaciens hatt1 28 °C’de 50 mg/l km ve 100
mg/l rifampisin igceren NB ortaminda 1-2 giin siireyle, biiyiitiilmiis daha sonra
eksplantlar sivi rejenerasyon ortami ile 1/50 oraninda seyretilen bu bakteri kiiltiirleri
icerisinde 30 dakika siireyle tutularak inokulasyon saglanmistir. Bunlardan eksplant
kesildigi sekliyle inokulasyona konulmustur. Ayrica Clough and Bent (1998) tarafindan
gelistirilen yontem modifiye edilerek siirgiin ug¢lar1 yukarida belirtilen Agrobacterium
tumefaciens hatlariyla seyreltilmeden hazirlanmis siispansiyonlara 30 sn daldirilarak

inokulasyon saglanmustir.

Inokulasyondan sonra eksplantlar 2 giinliik siirede rejenerasyon ortaminda tutularak ko—
kiiltivasyona almmistir. Eksplantlarin  etrafinda asir1  bakteri gelisimi  oldugu
durumlarda. eksplant 500 mg/l augmentin igeren sivi rejenerasyon ortaminda
yikandiktan sonra steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Bundan sonra, eksplantlar
Agrobacterium gelisimini 6nlemek icin augmentin (500 mg/l), sadece gen aktarilmis
siirglinlerin gelisimini saglamak i¢in de kanamisin (50 mg/l) iceren rejenerasyon
ortamina aktarilmistir. Bu ortamda gelisen kalluslar siirekli olarak kontrol altinda
tutularak aktarilan genlerin etkileri gozlenmistir. Eksplantlar 3 haftada bir alt kiiltiire

alinmustir.
3.2.8 Histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal gen analizi Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)1n tarif ettigi sekilde
yapilmistir. Bitki dokular1 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10mM EDTA, %0.1 Triton
X =100 ve 1 mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) igeren soliisyonda
37° C¢de gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular %70’lik alkolde yikanarak

mavi bolge belirlenmistir.
3.2.9 Elde edilen bitkilerin akvaryum kosullarina adaptasyonu

Rejenere olan siirgiinler sayildiktan sonra uzun siirgiinler MSO’da tekrar kiiltiire
alimmig, adaptasyon ortamina aktarilacak bitkilerden yarist direkt olarak akvaryum
ortamina aktarilmis, yaris1 %50 distile su ve otoklavda steril edilmis %50 torf iceren

saksilarda gelistirildikten sonra akvaryumlara aktarilmistir. Akvaryum dibine 4-5 cm
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yuksekliginde ince kum yerlestirilmis ve akvaryum suyuna haftada bir sifonlama islemi
yapilmis ve siv1 giibre (FloraPride, Tetra Plant) ilave edilmistir. Akvaryumlarda 24 °C
MO02000 Aquarium heater” kullanarak ve 1-2 Adet florasan-Sylvania Aquastar® F
30w/174 10000 K Recyclable lambalar 1s1iklandirma amaciyla kullanilmigtir.

3.2.10 istatistiki analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulan. her muamele icerisinde 4
adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kaplari, GA” Magenta
kutular1 veya kiiltiir tiipler (Sigma Aldrich)’den olusturulmustur. Calismadan elde
edilen veriler bilgisayarda “SPSS 16 for Windows” programi ile tesadiif parselleri
deneme desenine gore analiz edilmistir. Post hoc testleri icin t test veya  Duncans
testleri uygulanmistir. Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan Once ‘‘arcsin

transformasyon’una tabi tutulmustur (Snedecor and Cochran 1967).
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4. BULGULAR
4.1 R. macrandra Eksplantlarinin Yiizey Sterilizasyonu

Her bitki pargasinin yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzer organizmalardan
temizlenebilmesi icin gerekli olan optimum dezenfektan tiirleri ve kullanim siireleri
birbirinden farklilik gostermektedir. Bundan dolay1 bir sterilizasyon ¢aligmasinda amag

en etkili ancak en diisiik seviyede dezenfektan dozunun belirlenmesidir (Sumlu 2005).

R. macrandra bitkisi 1lizerindeki kalintilarin uzaklastirilmasi i¢in 30-45 dk ¢esme
suyunun altinda tutulduktan sonra gévde alt ve iist kistm olmak tizere yapraklarindan
ayrilimig ve ayri ayri sterilizasyon yapilmistir. Tween-20 (1 damla/100 ml) ile 5 dk
muameleden sonra yiizey sterilizasyonu i¢in ticari ¢amasir suyu (Ace, % 5-6 NaOCl) ve

PPM® kullanilmustir.
4.1.1 Camagsir suyu ile yiizey sterilizasyonu

Calismaya baslanilan alt ve list govde eksplantlarinin kullanilan en diisiik doz ve siirede
eksplantlarin pargalanmasi nedeniyle Cizelge 4.1.’de goriilen iki farkli eksplant farkli
konsantrasyon ve siirede ¢amasir suyu ile yiizey sterilizasyonunda tutulmus olup. %10
camasir suyunda 5 dk. bekletilen iist govde eksplant1 ve %10 ¢amasir suyunda 15 dk.
bekletilen alt govde eksplantinda diger muamlelere nazaran daha az bulasiklik yiizdesi
elde edilmistir. Fakat kullanilan dezenfektanin etkisiyle c¢ogu eksplantta klorofil
par¢alanmas1 olmus ve renkte sararma ve beyazlagsma gozlenmistir. Eksplantlar
tizerinde %75 bulagiklik bulunan saglam kisimlar1 kesilerek MSO ortamina aktarilmigtir
(Sekil 4.1). Fakat bir hafta sonra eksplantlarda yeniden bulasiklik goriilmesi nedeniyle

farkli konsantarsyonlarda PPM ile strelizasyon caligmasi yapilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.1 Steril olmayan bitkiler iizerinde gelisen mantar ve bakteriler
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Cizelge 4.1 Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan ¢amasir suyunun eksplantlar
ve bulasiklik iizerindeki etkisi

Eksplant
Camagir suyu Ust govde Alt govde
Si Bulasikhik Bulagikhk

Yiizde oram (%) (&ﬁf (%) (%)
100 30 100 100
50 30 100 100
30 30 100 100
10 30 100 100
5 30 100 100
100 15 100 100
50 15 100 100
30 15 100 100
10 15 100 75

5 15 100 100
100 10 100 100
50 10 100 100
30 10 100 100
10 10 100 100
5 10 100 100
100 5 100 100
50 5 100 100
30 5 100 100
10 5 75 100
5 5 100 100

4.1.2 PPM ile yiizey sterilizasyonu

Yaprak. iist govde ve alt govde eksplantlar1 Cizelge 4.2°de belirtilen siire ve yiizdelerde
PPM uygulamasi yapilmistir. Eksplantlarda tamamen klorofil pargalanmasi (zarar)
olmamasina ragmen ¢ogu eksplantta kismen renk acilmasi gozlenmistir. Az zarar goren

eksplantlarda bulasiklik goriiliirken steril olan eksplantlarda da zarar nedeniyle
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denemelerde basar1 saglanamamistir (Sekil 4.2). Siire bazinda 4 saat bekletilen
eksplantlarda diger uygulamalara nazaran daha az bulasiklik yiizdesi tespit edilmesi
nedeniyle camasir suyu ve PPM igeren yeni bir strelizasyon calismasi denemesi

yapilmasina karar verilmistir.

Sekil 4.2 Govde eksplantlar tizerinde gelisen fungus bulasig
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Cizelge 4.2 Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan PPM’in eksplantlar ve bulasiklik iizerindeki etkisi

Eksplant
PPM* "
Yaprak Ust govde Alt govde

- pm—— ?)}‘l)l)aslkllk Renk ?)}‘l)l)aslkllk Renk ?)}‘l)l)aslkllk Renk
1.5 1 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
1.5 2 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
1.5 4 100 Yesil 50 Yesil 75 Yesil
1.5 8 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
1.5 12 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2 1 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2 2 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2 4 100 Yesil 50 Yesil 100 Yesil
2 8 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2 12 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
25 1 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2.5 2 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2.5 4 100 Yesil 75 Yesil 100 Yesil
2.5 8 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
2.5 12 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
3 1 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
3 2 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
3 4 100 Yesil 50 Yesil 75 Yesil
3 8 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
3 12 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil

Hk

PPM: Methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone igerikli bitki koruyucu karigim
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4.1.3 PPM ve camasir suyu ile yapilan yiizey sterilizasyonu

Bu denemede yaprak. {ist ve alt govde eksplantlar1 %5-10-30-50 ve 100 oraninda 5-10-
15 ve 30 dk. camasir suyu ile steril edildikten sonra 4 saat %1.5 ve %2 PPM igeren

steril distile su i¢inde bekletilmistir.

Bir hafta sonra yaprak eksplantlarinda Cizelge 4.3°de gorildiigii gibi %30, 50 ve 100
oraninda ¢amasir suyu 30 dk ve %1.5 PPM 4 saat siire ile %50 ile 100 oraninda
camasir suyu 15 dk ve %1.5 PPM ile 4 saat muamele edilen eksplantlarda klorofil
pargalanmasiyla birlikte beyazlasma goriilmiistiir.  Diger oran ve siirelerde ise

eksplantlar zarar gérmemistir. Fakat %100 bulasiklik rastlanmistir.

Ust gdvde eksplantlarinda %30 -100 oraninda camasir suyu 30 dk ve %1.5 PPM 4 saat
siireyle muamele edilen eksplantlarda klorofil parcalanmasiyla birlikte beyazlasma
gorlilmiistiir. Diger oran ve siirelerde ise eksplantlarda %100 zarar ve bulasikliga

rastlanmustir.

Alt govde eksplantlarinda %30 camasir suyu 15 dk ve %1.5 PPM 4 saat siire muamele
edilen eksplantlarda bulasiklik bulunmazken klorofil parcalanmasiyla birlikte
beyazlagma goriilmiistiir. Geri kalan tiim oran ve siirelerde ise eksplantlar hem zarar

hemde %100 bulasiliga rastlanmistir.

Cizelge 4.4’de belirtilen sterilizasyon bulgularinda; %50-100 ¢camasir suyu yiizdesinde
10 dk. ve %1.5 PPMde 4 saat siire ile bekletilen yaprak eksplantlarinda bulagiklik elde
edilmezken klorofil par¢alanmasi nedeniyle materyal kullanilamaz hale gelmistir (Sekil
4.3). Ust gdvde eksplantindaki %100 ve %30 ¢amasir suyunda 10 dakikadan sonra
%50 ve %5 c¢amasir suyunda sonra 1.5 PPMde 4saat bekletilen uygulamalarda da
bulasiklik yiizdesi bulunmazken  yaprak eksplantida gozlendigi gibi klorofil

pargalanmas1 gozlenmistir.

Ayni1 uygulamalarda %30 ve %10 ¢amasir suyunda 5 dakikadan sonra 1.5 PPM’de 4saat
bekletilen {ist govde eksplantinda kismen klorofil parcalanmsi ile %50 oraninda
bulasiklik elde edilmis, bu eksplantlarin yesil ve steril olan kisimlar1 kesilerek MSO

besin ortaminda kiiltiire alinmistir.
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Alt govde eksplantinda %10 c¢amasir suyunda 10 dk ve %30 ¢amasir suyunda 5 dk
dan sonra %1.5 PPM‘de 4 saat bekletilen eksplantlarda da benzer sekilde bulagiklik elde

edilmezken klorofil par¢alanmasina bagl renkte beyazlasma bulunmustur.

Cizelge 4.4’de yapilan diger uygulamalarda ise eksplantalarin biiylik ¢ogunlugunda

parcalanma ve %100 bulasiklik gozlenmistir.

Sekil 4.3 R. macranda bitkisinin yiizey sterilizasyonu
a.b.c. Farkli konsantrasyonlarda PPM
d.e.f. Camagsir suyu ile yapilan yiizey sterilizasyonunda gelisen bulasiklarm goriintiisii
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Cizelge 4.3  Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan CS™ ve %1.5 PPM" ’in eksplantlar ve bulagiklik izerindeki etkisi

Eksplant
CS PPM Yaprak Ust govde Alt govde
_ _ Bula:)slkllk Renk Bulz:)slkllk Renk Bul%})@lkl]k Renk
%) Siire %) Siire (%) (%) (%)
’ (dk) ? (saat)

100 30 1.5 4 0 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
50 30 1.5 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 30 1.5 4 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
10 30 1.5 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz

5 30 1.5 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz

100 15 1.5 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
50 15 1.5 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 15 1.5 4 100 Beyaz 100 Beyaz 0 Beyaz
10 15 1.5 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz

5 15 1.5 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz

* CS : Camagir suyu

** PPM: Methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone igerikli bitki koruyucu karigim.
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Cizelge 4.4  Farkl konsantrasyon ve siirede uygulanan CS™ ve %1.5 PPMile 4 saat bekletilen eksplantlar ve bulasiklik tizerindeki
etkisi
EKSPLANT
CS PPM Yaprak Ust govde Alt govde
_ Bulzlslkllk Renk Bulz:)slkllk Renk Bulz:)slkllk Renk
@y | S | (0 | sireaan | (%) ()
(1] (dk) (]

100 10 1.5 4 0 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
50 10 1.5 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 10 1.5 4 100 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
10 10 1.5 4 100 Yesil 100 Beyaz 0 Beyaz

5 10 1.5 4 100 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz

100 5 1.5 4 100 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
50 5 1.5 4 100 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
30 5 1.5 4 100 Beyaz 50 Beyaz-yesil 0 Beyaz
10 5 1.5 4 100 Yesil 50 Beyaz-yesil 100 Beyaz

5 5 1.5 4 100 Yesil 0 Beyaz 100 Beyaz

* CS : Camasir suyu
** PPM: Methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone igerikli bitki koruyucu karigim.
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Cizelge 4.5 - 4.6 ‘da %5-10-30-5 ve 100 c¢amasir suyunda 30-15-10 ve 5 dk
bekletildikten sonra %2 PPM’de 4 saat birakilip MSO besin ortamina alinan ve 1 hafta
bekletilen eksplantlardan; yaprak eksplantinin %100 -50-30 camasir suyunda 30 dakika,
%50 camasir suyunda 15 dakika, %100-50 ¢amasir suyunda 10 dakika ve %100
camasir suyunda 5 dakika bekletildikten sonra %2 PPMde 4 saat siireyle steril edilmeye
calisilan eksplantlarda bulasiklik yiizdesi bulunmazken klorofil kaybina bagli olarak

beyaz renkli yapraklarda herhangi bir gelisim gézlenememistir.

Ayni sekilde st ve alt govde eksplantininda Cizelge 4.5 ve 4.6 belirtildigi gibi benzer
sekilllerde bulagiklik yiizdesi bulunmayan eksplantlarda klorofil pargalanmasina bagh

olarak ilerleyen donemlerde herhangi bir gelisim gézlenememistir.

Cizlge 4.2°de belirtilen %75 ve %50 bulagiklik yiizdesi bulunan ve Cizelge 4.4’de
belirtilen %50 bulasiklik yilizdesi bulunan eksplantlarda kesilerek MSO besi ortaminda
tic hafta bekletilen ekplantlardan bulasiklik goziikmeyen petri kaplarindan alinan
govdeler sterilizasyondan emin olmak amaciyla steril tiiplerde de 2 hafta bekletilmis ve
bekletilen ekplantlarda gelisim elde edilmesiyle birlikte in vitro kosullarda c¢ogaltim

calismasinda kullanilmak amaciyla %100 steril bitkiler elde edilmistir.
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Cizelge 4.5  Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan CS™ ve %2 PPM" ’le 4 saat beklemenin eksplantlar ve bulasiklik iizerindeki

etkisi
Eksplant
¢S PPM Yaprak Ust govde Alt govde
Bulasikhik Bulasikhik Bulasikhik
%) ?:;S %) (Ssi;;i) (‘;) ) Renk (0;) ) Renk (0;) ) Renk
100 30 2 4 0 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
50 30 2 4 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 30 2 4 Beyaz 0 Beyaz 100 Beyaz
10 30 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 0 Beyaz
5 30 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
100 15 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
50 15 2 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 15 2 4 100 Beyaz 0 Beyaz 0 Beyaz
10 15 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
5 15 2 4 100 Yesil 0 Beyaz 100 Beyaz

* CS : Camagsir suyu
** PPM: Methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone igerikli bitki koruyucu karigim.
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Cizelge 4.6  Farkli konsantrasyon ve silirede uygulanan CS" ve PPM"’in eksplantlar ve bulasiklik iizerindeki etkisi
Eksplant
¢S PPM Yaprak Ust govde Alt govde
Bulasikhik Bulasikhik Bulasikhik
%) ?:;S %) (igzte) (OZ) ) Renk ((;0 ) Renk ("Z) ) Renk
100 10 2 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
50 10 2 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 10 2 4 100 Yesil 0 Beyaz 100 Beyaz
10 10 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
5 10 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
100 5 2 4 0 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
50 5 2 4 100 Beyaz 100 Beyaz 100 Beyaz
30 5 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
10 5 2 4 100 Yesil 100 Beyaz 100 Beyaz
5 5 2 4 100 Yesil 0 Beyaz 100 Beyaz

* CS : Camasir suyu

** PPM: Methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone igerikli bitki koruyucu karigim.
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4.2 Adventif Siirgiin Rejenerasyonu Aracihigyla Hizli Cogaltim

4.2.1 Agar ile katilastirilan ortamlarda yaprak eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna BAP ve NAA’nin etkisi

Steril bitkilerden elde edilen yaprak eksplantlar1 siirglin rejenerasyonu i¢in BAP ve
NAA iceren agar ile katilastirrmig 4 farkli ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra
sonuclar degerlendirilmistir. Ortamlarda bulunan degisik orandaki hormonlarin etkisiyle
tiim eksplantlarda kallus ve siirglin olusumu gozlenmistir. Ortamlarda eksplant basina
kallus oran bakimindan 0.05 diizeyinde ve eksplant basina siirgiin sayis1 ve uzunlugu,
eksplant basina kok orani, eksplant basina kok uzunlugu ve kok sayis1 bakimindan 0.01

diizeyinde istatistiki farklilik goriilmiistiir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7  Agar ile katilagtirllmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan Eksplant basina Eksplant basina

eksplant oram suirgiin sayisi siirgiin uzunlugu
V. K. S.D
(%) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 4583.33 | 5.50* 110.44 | 32.32** 4.29 59.68**
Hata 8 833.33 3.42 0.71
Toplam 11

Kok olusturan Eksplant basina Eksplant basina

eksplant oram kok uzunlugu kok sayisi
V. K. S.D P %) (cm) £ @ dety)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 6440.97 || 24.73** | 233.56 | 10.74** 2.75 8.25%*
Hata 8 260.42 21.75 0.33
Toplam 11

*%0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi yapilan eksplantlarda farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla

yapilan Duncans testi yapilmistir. Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi dort ortamda elde
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edilen ekpslant basina kallus oran1 %25.00 ile %100.00 arasinda degismistir. Eksplant
basina siirgiin sayisi; 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda 18.33 adet
iken (Sekil 4.4) 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA iceren MS ortamdan en az 5.33 adet
sirglin elde edilmistir. 0.25 mg/l BAP ve 0.25-0.50 mg/l NAA iceren MS iceren
ortamdan 2 adet fenotip bakimdan kivrik siirgiin gozlenmistir (Sekil 4.5). Eksplant
bagina siirgiin uzunlugu 1.70 cm ve 4.50 cm arasinda degismistir. En uzun siirgiin 0.25
mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA ig¢eren MS ortamdan, en kisa siirgiin ise 0.25 mg/l BAP ve
0.75 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir. 8 hafta sonunda 3 ortamda da
%0-100 arasinda kok elde edilmistir. Eksplant Bagina Kok Orani bakimindan %100.00
kok elde edilen bitkiler 0.25 mg/l BAP ve 0.25-0.50 mg/l NAA iceren MS iceren
ortamdan 18.33 cm’lik en uzun kdk ve 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA igeren MS
ortamindan % 83.33 ile 8.66 cm’lik en kisa kok olarak elde edilmistir. 0.25 mg/l BAP

ve 0.75 mg/l NAA iceren MS ig¢eren ortaminda kdk olusumu gozlenmemistir.

Sekil 4.4 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda eksplant basina
stirgiin say1st bakimindan en iyi gelisme gosteren siirgilinler
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Sekil 4.5 a.c. 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren MS igeren ortamdan, b.d.
0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA iceren MS iceren ortamdan elde edilen
fenotip bakimdan kivrik siirgiinler
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Cizelge 4.8 Agar ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Kallus Eksplant Eksplant Kok Eksplant Eksplant
Ortamlar olusturan basina siirgiin basina siirgiin olusturan basina kok | basina kok
BAP NAA eksplant oram sayisi uzunlugu eksplant oram sayisi uzunlugu
(mg/1) (mg/1) (%) (adet) (cm) (%) (adet) (cm)
0.25 0.25 41.66b' 18.00a° 4.50a* 91.67a° 2.00a’ 18.33a'
0.25 0.50 100.00a 18.33a 3.00b 100.00a 2.00a 18.33a
0.25 0.75 25.00b 13.00b 1.70d 0.00b 0.00b 0.00b
0.25 1.00 100.00a 5.33c 2.43c 83.33a 2.00a 8.66b
' Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

*Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.2 Gelrit katilastirilmis ortamlarda yaprak eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna BAP ve NAA’nin etkisi

Ortamda bulunan Yaprak eksplantlari siirgiin rejenerasyonu i¢in gelrit ile jellestirilmis.
BAP ve NAA igeren 4 farkli ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra sonuglar
degerlendirilmistir. Eksplant basina kallus ve siirgiin oran1 %100 oldugu icin varyans
analizi yapilmamistir. Ortamlarda bulunan degisik orandaki hormonlarin etkisiyle
eksplant basina siirglin uzunlugu ve sayist bakimindan 0.01 diizeyde ve Eksplant
Bagina Kok Oranmi1 bakimindan 0.05 diizeyinde farklilik goriilmistiir. Eksplant bagina
kok sayist ve uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda farklilik tespit edilmemistir
(Cizelge 4.9). Bu farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncans testi

sonuclar1 Cizelge 4.10°de verilmistir.

Cizelge 4.9  Gelrit ile katilagtirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan Eksplant basina ..
eksplant oram siirgiin uzunlugu Kok olusturan
(1)
V. K. S.D (%) (cm) eksplant orani (%)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 33.38 || 34.38** 0.41 42.34** 468.75 3.00*
Hata 8 0.96 0.01 156.25
Toplam 11
Eksplant basina Eksplant basina
kok sayis1 kok uzunlugu
V. K. S.D. (adet) (cm
K.O. F K.O. F
Ortam 3 30.13 2.21* 2.75 5.35%
Hata 8 13.62 0.51
Toplam 11

**0.01 diizeyinde dnemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan incelendiginde 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l
NAA igeren MS ortaminda 11.66 adet ile en fazla siirgiin sayis1 elde edilmistir. Cizelge
4.10 “da belirtildigi gibi siirgiin uzunlugu 1.43 cm ile 2.06 cm arasinda degismektedir.
En uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edilmistir
(Sekil 4.6). Ortamlardaki eksplant basina kok olusum yiizdesi {i¢ ortamda %100 elde
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edilmisken 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda %75 oraninda elde

edilmistir. Eksplant basina kok sayist 2.33 ve 9.83 adet arasinda degismektedir. Kok

sayis1 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda en fazla bulunmus, bunu
0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA i¢eren MS ortaminda ve 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/I
NAA igeren MS ortaminlar takip ederken en diigiik oran 0.25 mg/l BAP ve 0.75 mg/l
NAA ig¢eren MS ortaminda da elde edilmistir. En uzun kok 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/1

NAA iceren MS ortaminda elde edilmistir. Eksplant basina kok uzunlugu 1-3.03 cm

arasinda degismektedir.

Cizelge 4.10 Gelrit ile katilagtirilmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak
eksplantindan slirgiin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant Eksplant Kok Eksplant Eksplant
ORTAMLAR basina basina olusturan basina basina

BAP NAA ssii :)gllslln uszlllll;lglzgu elf)srl:llr?ln t kok sayst uz;( Iililll(lgu
(mg/l) | (mg/) |, ger) (cm) (%) (adet) (cm)
0.25 0.25 11.66a’ 2.06ab’ 75.00' 5.13ab' 3.03a'
0.25 0.50 5.00b 1.43c¢ 100.00 9.83a 1.00b
0.25 0.75 4.43b 2.00b 100.00 2.33b 1.00b
0.25 1.00 5.867b 2.30a 100.00 7.13ab 1.66b

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.

Sekil 4.6 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde edilen bitkiler
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4.2.3 Agar ile katilastirilan ortamlarda 1’inci bogum arasi eksplantinda siirgiin
rejenerasyonuna BAP ve NAA’nin etkisi

I’inci bogum aras1 eksplantlart siirgilin rejenerasyonu i¢in BAP ve NAA igeren 4 farkl
ortamda kiiltlire alinarak 8 hafta sonra sonuglar degerlendirilmistir. Ortamlarda bulunan
degisik orandaki hormonlarin etkisiyle kallus olusumu go6zlenmistir. Kallus olusturan
eksplant orani, eksplant bagina siirglin sayis1 ve uzunlugu, eksplant basina kok uzunlugu
bakimindan ortamlar arasindaki farklilik istatistiki olarak 0.01 diizeyinde Onemli
cikmigtir. Eksplant bagina siirgiin orani, eksplant bagina yan siirgiin sayisi, kok orani ve
eksplant basina kok sayist bakimindan istatistiki olrak herhangi bir farklilik tespit
edilmemistir (Cizelge 4.11).

Duncans testi sonuglarina ait Cizelge 4.12 incelendiginde; 1’inci bogum arasi ile
yapilan uygulamada kallus olusturan eksplant orani bakimindan incelendiginde 0.25
mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA iceren MS ortaminda %100 kallus olusumu elde
edilmistir. 0.25 mg/l BAP ve 0.75 mg/l NAA iceren MS ortaminda %100 siirgiin
olusumu goézlenmistir (Sekil 4.7). En uzun siirgiin (5.33 cm) 0.25 mg/l BAP ve 0.25
mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edilmistir. Ayrica Eksplant basina siirgiin sayisi
bakimindan 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA i¢eren MS ortaminda 27.33 adet siirgiin

olusumu tespit edilmistir.

Sekil 4.7 R. macrandra bitkisinde 0.25 mg/l BAP ve 0.75 mg/l NAA iceren MS
ortaminda en uzun siirgiin elde edilen bitkilerden bir goriiniim
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Cizelge 4.11 Agar ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’nci bogum arasi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna

etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan Siirgiin olusturan Eksplant basina Eksplant basina
V.K S.D eksplant orani eksplant orani siirgiin uzunlugu siirgiin sayisi
T o (%) (%) (cm) (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 1024.30 | 15.06** || 468.75 1.28 7.55 72.53%%* 243.88 77.018%*
Hata 8 0.07 364.58 0.10 3.16
Toplam 1
Eksplant basina Kok olusturan Eksplant basina Eksplant basina kok
V.K S.D yan siirgiin sayisi eksplant oram kok sayisi uzunlugu
T e (adet) (%) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 0.33 1.00 1658.33 1.59 40.30 1.08 3.83 10.07**
Hata 8 0.33 1039.58 37.03 0.38
Toplam 11

*#0.01 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.12 Agar ile katilagtirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’inci bogum arasi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna

etkisi
Ortam Kallus Siirgiin Eksplant Eksplant Eksplant Kok Eksplant | Eksplant
Olusturan | Olusturan Basina Basina Yan Basina Olusturan | Basina Basina
Eksplant | Eksplant Siirgiin Siirgiin Siirgiin Eksplant Kok Kok
BAP NAA Oram Oram Sayisi Sayisi Uzunlugu Oram Sayisi Uzunlugu
(mg/) | (mg/) (%) (%) (adet) (adet) (cm) (%) (adet) (cm)
0.25 0.25 | 58.33ab’ 75.00 22.66b' 0.66 5.33a' 75.00 15.66 3.66b'
0.25 0.50 91.66a 83.33 27.33a 0.00 2.66b 91.66 14.66 2.00b
0.25 0.75 91.66a 100.00 12.00c 0.00 2.00c 40.00 12.00 1.00b
0.25 1.00 100.00a 100.00 8.00d 0.00 2.00c 50.00 7.46 1.70b

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.4 Gelritile katihsatirilan ortamlarda 1’inci bogum arasi eksplantinda BAP
ve NAA ile siirgiin rejenerasyonu

I’inci bogum arast eksplantlari siirgiin rejenerasyonu i¢cin BAP ve NAA igeren 4 farklh
ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra sonuglar degerlendirilmistir. Tiim Ortamlarda
sirglin ve kok olusumu %100 oldugu i¢in varyans analizi yapilmamistir. Degisik
orandaki hormonlarin etkisiyle meydana gelmis istatistiki farklilik eksplant basina
siirglin sayisi, uzunlugu ve eksplant basina kok sayist da 0.01 derecede ve eksplant

basina kok uzunluguda 0.05 derecede 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Gelrit ile katilastirilmig farklit BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’inci
bogum arasi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Eksplant basina Eksplant basina
siirgiin sayisi siirgiin uzunlugu
V- K. S.D (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 29.61 15.63** 0.24 41.71%*
Hata 8 1.89 0.01
Toplam 11
Eksplant basina Eksplant basina
kok sayisi kok uzunlugu
V. K. S.D (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 8.04 11.48** 5.71 6.34%*
Hata 8 0.70 0.90
Toplam 11

*%0.01 diizeyinde dnemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.14°de belirtildigi gibi 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda
eksplant basina siirgiin sayis1 11.23 adet olarak diger ortamlara nazaran daha fazla
olarak elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin uzunlugu 1.60 cm ile 0.25 mg/l BAP ve
1.00 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmistir (Sekil 4.8). Eksplant basina kdk
sayist ise 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda ve 0.25 mg/l BAP ve
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1.00 mg/l NAA iceren MS ortaminda 4.73 adet olark tespit edilmistir. 1.00 cm ve 3.63
cm arasinda degisen kok uzunlugu en ¢ok 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS

ortaminda tespit edilmistir.

Sekil 4.8 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA i¢ceren MS ortaminda elde edilen
bitkiler

Cizelge 4.14 Gelrit ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’inci
bogum aras1 eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Siirgiin Eksplant | Eksplant Kok Eksplant Eksplant
Ortamlar olusturan basina b"asn'l.a olusturan basina basina
eksplant siirgiin surgun eksplant Kok
orani sayisi < kok sayisi .
uzunlugu orani uzunlugu
BAP NAA (%) (adet) (cm) (%) (adet) (cm)

(mg/l) | (mg/1)

025 | 0.25 | 100.00 1.26b* 7.80b° 100.00 3.33a> | 3.16a'
0.25 | 0.50 | 100.00 1.00c 11.23a 100.00 4.13a 3.63a
025 | 0.75 | 100.00 1.00c 5.00c 100.00 1.00b 1.00b
0.25 | 1.00 | 100.00 1.60a 4.33¢ 100.00 4.73a 1.66b

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
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4.2.5 Agar iceren ortamlarda 2’inci bogum arasi eksplantinda BAP ve NAA ile
siirgiin rejenerasyonu

2’nci bogum arasi eksplantlar siirgiin rejenerasyonu i¢cin BAP ve NAA iceren 4 farkl

ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra kallus olusturan eksplant orani, eksplant basina

stirglin sayisi, slirgiin uzunlugu, eksplant bagina kok veren eksplant orani, kok sayisi ve

kok uzunlugu incelenmistir.

Cizelge 4.15’de 2’inci bogum arasi eksplantindan elde edilen bitkilerde yapilan
incelemede ortamlar arasi farlilik kallus olusturan eksplant orani, siirgiin veren eksplant
orani, eksplant basina silirglin sayis1 ve eksplant basina kok yiizdesi 0.01 diizeyde ve
eksplant basina siirglin uzunlugu 0.05 diizeyde tespit edilmistir. Kok sayis1 ve uzunlugu
bakimindan ortamlar arasinda farklilik bulunmamistir. Farklilifin 6nem derecesi
belirlenmek amaciyla Duncans Testi sonucu Cizelge 4.16°da verilmistir. Eksplant
basina kallus olusumu %50-100 arasinda degismektedir. Ortamlar arasinda 0.25 mg/I
BAP ve 0.75 mg/l NAA iceren MS ortaminda %50 oraninda eksplant basma siirgiin
ylizdesi tespit edilirken geri kalan biitiin eksplantlarda %100 siirgiin olusumu

gozlenmistir.

Eksplant basina siirglin sayis1 6.66-18.33 adet arasinda ve siirgiin uzunlugu 1.80-3.33
arasinda degismistir (Sekil 4.9). Eksplant basina siirgiin sayis1 18.33 ve en uzun siirgiin
3.33 cm 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir. Kok
yiizdesi. kok sayis1 ve uzunlugu sirasiyla %0.66- 15 adet/ 5.66-14.33 adet ve 1.33-2.70
cm arasinda degismistir. Eksplant basina en fazla kok yiizdesi 0.25mg/l BAP -0.50mg/1
NAA iceren ortamdan ve en fazla kok sayis1 14.53 adet ile 0.25mg/l BAP -1.00 mg/1
NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Kok uzunlugu 1.33-2.70 cm arasinda degismistir.
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Sekil 4.9 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilen
bitkiler
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etkisine ait varyans analizi

Cizelge 4.15 Agar ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’inci bogum arasi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna

Kallus olusturan Siirgiin olusturan Eksplant basina Eksplant basina
V.K S.D eksplant oram eksplant oram siirgiin sayisi siirgiin uzunlugu
T o (%) (%) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 2500.00 || 8.00** 1875.00 12.00** 88.50 14.34%* 1.545 3.66*
Hata 8 312.50 156.25 6.16 0.42
Toplam 11
Kok olusturan Eksplant basina kok sayisi Ekfplant basj na
V. K. S.D. eksplant orani (adet) kok uzunlugu
(%) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 2910.75 18.61** 47.24 1.76 1.25 1.83
Hata 8 156.33 26.75 0.68
Toplam 11

**0.01 diizeyinde dnemli
*0.05 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.16 Agar ile katilagtirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’inci bogum aras1 eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna

etkisi

Ortamlar Kallus Sirgiin Eksplant Eksplant Kok Eksplant Eksplant
olusturan | olusturan basina olusturan .. .
basina v e basina kok basina kok
eksplant eksplant — siirgiin eksplant lus

BAP (mg/l) | NAA (mg/l) oran orani(%) siirgiin sayisi uzunlugu oran sayis1 uzunlugu
%) (adet) (cm) (%) (adet) (cm)
0.25 0.25 50.00b' 50.00b' 6.66b' 2.83ab’ 50.00b' 5.66 2.66
0.25 0.50 50.00b 100.00a 18.33a 3.33a 75.00a 11.00 2.00
0.25 0.75 100.00a 100.00a 11.28b 1.80b 0.66¢ 6.86 1.33
0.25 1.00 100.00a 100.00a 7.00b 2.00b 50.00b 14.33 2.70

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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4.2.6. Gelrit ile katilastirilmis ortamlarda 2’inci bogum arasi eksplantinda
BAP ve NAA ile siirgiin rejenerasyonu

Gelrit igeren eksplantlart siirglin rejenerasyonu i¢in BAP ve NAA iceren 4 farklh
ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra sonuglar degerlendirilmistir. Tiim eksplantlarda
%100.00 siirgiin ve kok olusumu oldugu icin varyans analizi yapilamamistir. Eksplant
basina siirgiin uzunlugu ve eksplant basina kok sayis1 bakimindan ortamlar arasindaki
farklilik 0.05 diizeyde onemli ¢ikmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi ve eksplant
basina kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasindaki farklilik  istatistiki olarak

onemsiz ¢ikmistir (Cizelge 4.17). Bu farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla

Duncans testi yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.17 Gelrit ile katilagtirilmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’inci
bogum arasi1 eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Eksplant basina Eksplant basina
siirgiin sayisi siirgiin uzunlugu
V- K. S.D (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 2.10 0.59 0.10 3.87*
Hata 8 3.58 0.03
Toplam 11
Eksplant basina Eksplant basina
kok sayisi kok uzunlugu
V. K. S.D. (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 12.00 3.16* 0.19 1.29
Hata 8 3.79 0.15
Toplam 11

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.18’de gorildigli gibi NAA’nin her konsantrasyonunda artis ile siirglin
sayisinda artis gozlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayist1 5.93 adet ile 7.66 adet
arasinda degigsmektedir. En fazla siirgilin sayis1 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l NAA iceren
MS ortaminda elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu 1.00-1.40 cm arasinda degismistir. 0.25
mg/l BAP ve 0.25-0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda siirgiin uzunlugu bakimindan

her hangi bir farklilik goriilmemistir. En uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l
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NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.10). Eksplant bagina kok sayisi ise
2.60 adet ile 7.16 adet arasinda degismektedir. En ¢ok kok sayis1 0.25 mg/l BAP ve 0.25
mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edilmistir. Ortamlar arasinda kok uzunlugu ise

1.00cm ile 1.33cm arasinda degismektedir (Cizelge 4.18).

Sekil 4.10

0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilen
bitkiler

Cizelge 4.18 Gelrit ile katilastirilmis farklt BAP ve NAA konsantrasyonlarinin

2’inci bogum arasi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
Ortamlar basina basina basina basina

siirgiin siirgiin kok kok

BAP | NAA sa)gm uzunglugu sayis1 uzunlugu
(mg/l) | (mg/l) (adet) (cm) (adet) (cm)
0.25 | 025 5.93 1.40a' 7.16a' 1.00
0.25 0.50 6.00 1.36a 6.36ab 1.33
0.25 0.75 7.00 1.30ab 5.00ab 1.00
0.25 1.00 7.66 1.00b 2.60b 1.50
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4.3 Invitro Kosullarda R. macrandra Bitkisinin Hizli Cogaltimi

4.3.1 Agar ile katilastirilmis ortamlarda u¢c meristemi eksplantinda BAP ve NAA
ile siirgiin rejenerasyonu

Steril bitkilerden alinan u¢ meristemleri hizli ¢ogaltim amaciyla farkli oranlarda BAP
(0.25 mg/1) ve NAA (0.00-0.1-0.25-0.50 mg/1) igeren 4 farkli ortamda kiiltiire alinarak
8 hafta sonra sonuglar degerlendirilmistir. Tiim ortamlarda %100 siirgiin olusumu
gozlendigi i¢in varyans analizi yapilmamistir. Varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.19°

da verilmistir.

Cizelge 4.19 Agar ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin ug
meristemi eksplantindan slirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Kallus olusturan Eksplant basina R~ <
. Siirgiin uzunlugu
V. K. S.D. eksplant oram siirgiin sayisi (cm)
(%) (Adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 5188.49 [ 4.15%* 92.20 5.096** 17.74 9.03%*
Hata 8 1250.00 18.09 1.96
Genel 1
Toplam
V.K. |[S.D. %) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 119.04 1.00 87.60 3.24 0.82 0.75
Hata 8 119.04 27.04 1.09
Genel 1
Toplam

**0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.19°da goriildiigli gibi kallus olusturan eksplant orani 0.05 diizeyde 6nemli,
eksplant basina siirgiin sayisi ve eksplant basina siirgiin uzunlugu 0.01 diizeyde 6nemli
bulunmustur. Farkliligin 6nem derecesi belirlenmek amaciyla Duncans Testi

yapilmistir.

Cizelge 4.20’de goriildigli gibi kallus olusturan eksplant orani 0.25mg/IBAP ve
0.25mg/l NAA iceren ortamda %66.66 ve %33.33 kallus olusumu goézlenirken geri
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kalan iki ortamda kallus olusumu gozlenmemistir. Tiim ekpslantlarda siirglin olusumu
gozlenmistir. Eksplnat baginba siirgiin sayis1 bakimindan say1 2.00-18.00 adet arasinda
degismistir. Ortalama siirgiin uzunlugu 7.00 ile 12.66 arasinda degismistir. Tiim eksplant
tizerinde kok olusumu gozlenirken en fazla 11.66 adet ve en uzun 2.33cm kok 0.25

mg/l BAP iceren ortamda gozlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 En uzun siirgiin tagiyan 0.25 mg/l BAP - 0.50 mg/l NAA iceren MS
ortamindan gelisen bitkilerin goriintiisii
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Cizelge 4.20 Agar ile katilagtirllmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin u¢ meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Kallus Siirgiin Eksplant Eksplant Kok Eksplant Eksplant
Ortamlar Olusturan || Olusturan Basina Basina Olusturan Basina Basina

Eksplant | Eksplant Siirgiin Siirgiin Eksplant Kok Kok

Oram Oram Sayis1 Uzunlugu Oram Sayis1 Uzunlugu

BAP /l NAA /l

(mg/) mg/h) |~ o) (%) (adet) (cm) (%) (adet) (cm)
0.25 0.00 66.66a" 100.00 14.00ab> | 7.00bcd’ 100.00 11.66 2.33
0.25 0.1 33.33a 100.00 2.00c 8.58bc 100.00 12.33 1.66
0.25 0.25 0.00b 100.00 16.66a 9.23b 100.00 9.00 2.33
0.25 0.50 0.00b 100.00 18.00a 12.66a 100.00 10.00 1.33

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

?Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.3.2 Gelritile katilastirilan ortamlarda u¢ meristemi eksplantinda BAP ve NAA
ile siirgiin rejenerasyonu

Ug¢ meristem eksplantlar1 BAP ve NAA iceren 4 farkli ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta
sonra sonuglar degerlendirilmistir. Tiim eksplantlarda kallus, siirgiin ve kdk olusumu
gbzlenmistir. bu yiizden varyans analizi yapilmamistir. Tim parametrelerde ortamlar
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik goriilmemistir (Cizelge 4.21). Azda

olsa ortamlar arasindaki farklilik Cizelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.21 Gelrit ile katilagtirilmis farklt BAP ve NAA konsantrasyonlarinin ug
meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans
analizi

Kt tara | Fhsmant b | Bl e
V. K. S.D. || eksplant orani (%) (Adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 3 (1111.11 0.93 14.33 1.354 3.29 1.06
Hata 8 | 1197.91 10.58 3.10
Genel 11
Toplam
Eksplant basina kok sayisi Eksplant basina kok uzunlugu
V.K. | S.D. (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 36.00 0.82 1.86 1.31
Hata 8 43.50 1.42
Genel 11
Toplam

Cizelge 4.22°de goriildiigii gibi eksplant basina kallus olusum ylizdesi, siirgiin sayisi,

stirglin uzunlugu, kok sayist ve kok uzunlugu sirasiyla %0-33.33 / 3-8 adet, 5-17.6 cm

/12.33 adet ve 1-2.66 cm arasinda degismistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Ug meristemi eksplantinda 0.25 mg/l BAP - 0.00 mg/l NAA igeren MS
ortaminda elde edilen bitkiler
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Cizelge 4.22 Gelrit ile katilagtirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlariin u¢ meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant Eksplant Eksplant
Ortamlar Kallus olusturan Ekfplzlnt bagina basina siirgiin | basina kok basina kok
eksplant oram siirgiin sayisi o o

BAP NAA (%) (adet) uzunlugu sayisi uzunlugu
(mg/1) (mg/l) (cm) (adet) (cm)
0.25 0.00 33.33 8.00 7.16 17.00 1.00
0.25 0.1 0.00 7.00 7.00 14.33 1.66
0.25 0.25 33.33 3.00 5.66 12.33 2.66
0.25 0.50 0.00 6.66 5.00 20.33 1.00
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4.3.3 Agar ile katilastirilan ortamlarda farklh BAP ve NAA konsantrasyonlarinin
I’inci koltukalti meristemi eksplantinda ile siirgiin rejenerasyonuna etkisi

1I’inci koltuk alt1 meristemi eksplantlar1 hizli ¢ogaltim amaciyla BAP ve NAA igeren 4
farklt ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra sonuglar degerlendirilmistir. Varyans
analizine tabii tutulmustur. Cizelge 4.23°de goriildiigii gibi kallus olusturan eksplant,
stirgiin sayisi ve uzunlugu bakimindan ortamlar arasi faklilik 0.01 diizeyde, eksplant
basina kok sayist ve uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyde farklilik
onemli bulunmustur. Bu farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla yapilan

Duncans Testi sonuglar1 Cizelge 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.23 Agar ile katilagtirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’nci
koltuk alt1 meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait
varyans analizi

Kallus olusturan Siirgiin olusturan Eksplant basina
eksplant oram eksplant oram siirgiin sayisi
V.K. | S.D. (%) %) (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam | 3 |55049.60 | 8.48" | 267.8 3.00 60.22  [26.90"
Hata 8 595.23 89.28 2.24
Toplam | 11
Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina
siirgiin uzunlugu kok sayis1 kok uzunlugu
V.K. | S.D. (cm) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam | 3 53.90 | 27.08" | 41.85 [ 3.44* 2.85 3.15°
Hata 8 1.99 12.14 0.90
Toplam | 11

**0.01 dizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.24°de goriildiigii gibi 0.25 mg/l BAP -0.1 ve 0.50mg/l NAA iceren ortamlarda
kallus olusumu goézlenmezken diger ortamlarda %33.33-83.33 arasinda degismistir.
Tim eksplantlarda siirgiin olusumu gozlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 7-17
arasinda degismistir ve en fazla 17 adet siirgiin 0.25mg/ BAP ve 0.50 mg/l NAA iceren
MS ortamda elde edilmistir. En kisa siirgiin 7.70 cm 0.25mg/ BAP iceren MS ortamdan
ve en uzun siirgiin 11.00 cm 0.25mg/ BAP ve 0.50 mg/l NAA igeren MS ortamdan elde
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edilmistir (Sekil 4.13). Tim ortamlarda kok olusumu gozlenirken kok sayisi 11.00-
15.00 adet arasinda degismistir. En uzun 2.66 cm lik kokler 0.25mg/ BAP ve 0.1 mg/l
NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir.

Sekil 4.13  0.25mg/ BAP ve 0.50 mg/l NAA iceren MS ortamda en fazla gelisim
gosteren bitkiler
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Cizelge 4.24 Agar ile katilagtirilmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’inci koltuk alti meristemi eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Kallus Siirgiin Eksplant | Eksplant Kok Eksplant Eksplant
Ortamlar olusturan olusturan basina basina olusturan basina kik basina kik
eksplant eksplant siirgiin siirgiin eksplant sayisi uzunlugu
BAP NAA orani orani sayis1 uzunlugu orani (adet) (cm)
(mg/) (mg/1) (%) (%) (adet) (cm) (%)
0.25 0 83.33a 100.00 10.33b' 7.70c' 100.00 11.00b> 1.66b
0.25 0.1 0.00c 100.00 7.00c 8.00c 100.00 11.00b 2.66ab
0.25 0.25 33.33bc 100.00 10.66b 16.00a 100.00 15.00b 1.33b
0.25 0.50 0.00c 100.00 17.00a 11.00b 100.00 13.00b 1.00b

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir.
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.3.4 7T’inci koltukalt1 meristeminde gelrit ile katilastirilan ortamlarda BAP ve
NAA ile siirgiin rejenerasyonu

Birinci koltukalti merstemi eksplantlar1 hizli cogaltim amaciyla BAP ve NAA igeren 4
farkl1 ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra sonuglar degerlendirilmistir. Tiim
eksplantlardan siirgiin olusumu ve tiim siirglinlerden kdk olusumu gézlenmistir. Bu
ylizden sonuglarin varyans analizi yapilmamigtir. Ortamlarda eksplant basina kok sayisi
ve stirglin uzunlugu farklilik 0.01 diizeyde 6nemli. eksplant basina siirgiin sayisi 0.05
diizeyde 6nemli ¢ikmistir. Eksplant basina kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda
farklilik bulunamamustir (Cizelge 4.25). Bu farkliligin 6nem derecesini belirlemek

amaciyla yapilan Duncans Testi sonuglar1 Cizelge 4.26’de verilmistir.

Cizelge 4.25 Gelrit ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’nci
koltuk alt1 meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait
varyans analizi

Eksplant basina Eksplant basina
siirgiin sayisi siirgiin uzunlugu
V. K. S.D. (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 18.00 4.40* 13.44 20.16**
Hata 8 4.08 0.66
Toplam 11
Eksplant basina Eksplant basina
kok sayisi kok uzunlugu
V. K. S.D. (adet) (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 90.00 10.8%* 2.11 1.81
Hata 8 8.33 1.16
Toplam 11

**0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.26°da belirtildigi gibi eksplant basina siirgiin sayisi. siirgiin uzunlugu, kok
sayis1 ve kok uzunlugu sirayla 2.66-8.00 adet. 4.66-9.00cm, 4.66-15.66 adet ve 1-3 cm
arast degismistir. En fazla siirglin sayis1 (8 adet) silirglin uzunlugu 9 cm, kok sayisi
(15.66 adet) ve kok uzunlugu (2.33cm) 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA iceren ortamdan
elde edilmistir (Sekil 4.14).
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Cizelge 4.26 Gelrit ile katilastirilmig farklit BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 1’inci

koltuk alt1 meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
Ortamlar basina basina basina basina

siirgiin siirgiin kok kok

BAP NAA sayisi uzunlugu sayisl uzunlugu
(mg/) | (mg/l) (adet) (cm) (adet) (cm)
025 | 025 2.66b' 5.00b 4.66b* 3.00
0.25 0.50 8.00a 9.00a 15.66a 2.33
0.25 0.75 3.00b 4.66b 6.66b 2.33
0.25 1.00 5.00ab 4.66b 14.33a 1.00

'Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.

bitkiler
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4.3.5 Agar iceren ortamlarda 2’inci koltukalti meristemi eksplantinda BAP ve
NAA ile siirgiin rejenerasyonu

2’nci koltukaltt meristemleri hizli ¢ogaltim amaciyla i¢in BAP ve NAA igeren 4 farkl
ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra sonuglar varyans analizi ile degerlendirilmistir.
Ortamlarda kallus olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina kok uzunlugu 0.05
diizeyde 6nemli bulunurken; eksplant basina kok sayisi, eksplant bagina siirgiin sayisi
ve uzunlugu bakimindan ortamlar arasindaki farklilik istatistiki olarak 0.01 diizeyinde
onemli c¢ikmigtir. Eksplant basina siirgiin ylizdesi arasinda bir istatiksel farklilik
bulunamamistir (Cizelge 4.27). Bu farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla

yapilan Duncans Testi sonuglar1 Cizelge 4.28°de verilmistir.

Cizelge 4.27 Agar ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’nci
koltuk alt1 meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait
varyans analizi

Kallus olusturan Siirgiin olusturan Eksplant basina
V.K. [ S.D.| eksplantorani (%) | eksplant oram (%) | siirgiin sayisi(adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam | 3 446.42 1.25% 26.36 18.44%** 77.82 23.02%*
Hata 8 357.14 1.43 3.38
Toplam | 11
Eksplant basina Eksplant basina kok | Eksplant basina kok
V.K. | S.D. | siirgiin uzunlugu(cm) sayisi (adet) uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam | 3 3958.33 2.55% 100.63 32.02%** 2.65 3.48%*
Hata 8 1547.61 3.14 0.76
Toplam | 11

**0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.28’de belirtildigi gibi 0.25 mg/l BAP -0.25. 0.50 ve 1 mg/l NAA iceren MS
ortaminda kallus olusumu gozlenmemistir. Diger ortam 0.25 mg/l BAP -0.75 mg/l NAA
iceren MS ortamda kallus olusum yiizdesi %33.33 olarak tespit edilmistir. Eksplant
basma siirgiin ylzdesi %75-100 arasinda degisirken ortamlarin siirgin olusumu
tizerinde istatistiksel bir etki bulunamamuistir. Siirgiin say1s1 4.33-17.33 adet ve uzunlugu
7.00-13.66 cm arasinda degismistir. En fazla siirglin 0.25 mg/l BAP - 1 mg/l NAA
iceren MS ortaminda ve en uzun siirgiin 0.25 mg/l BAP - 0.75 mg/l NAA iceren MS
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ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.15). Elde edilen tiim siirglinlerde %100 kdk olusumu
gozlenmistir. Eksplant bagina kok sayisi 7-18 adet arasinda ve uzunlugu 1-2.33 cm
arasinda degismistir. En fazla ve uzun kokler 0.25 mg/l BAP - 1 mg/l NAA i¢eren MS

ortamindan elde edilmistir.

Sekil 4.15 0.25 mg/l BAP - 0.75 mg/l NAA igeren MS ortaminda en iyi siirgiin
gelisimi gosteren bitkiler
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Cizelge 4.28 Agar ile katilagtirllmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’inci koltuk alti meristemi eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisi
Kallus Siirgiin Eksplant Eksplant Kok Eksplant Eksplant
Ortamlar olusturan olusturan basina basina olusturan basina basina
BAP NAA eksplant eksplant siirgiin sﬁrglﬁ{l eksplant kok kiilk )
1y (mg/l) orani orani sayisl uzunlugu orani sayis1 uzunlugu
(mg g (%) (%) (adet) (cm) (%) (adet) (cm)
0.25 0.25 0.00b' 100.00° 6.00bc” 7.70¢' 100.00 13.66¢” 2.00b'
0.25 0.50 0.00b 100.00 4.33cd 7.00bc 100.00 7.00d 1.66b
0.25 0.75 33.33a 75.00 8.33b 13.66a 100.00 18.00b 2.33ab
0.25 1.00 0.00b 75.00 17.33a 8.66b 100.00 15.00bc 1.00b

Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

*Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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4.3.6 Gelrit ile katilastirilan ortamlarda 2’inci koltukalti meristemi eksplantinda
BAP ve NAA ile siirgiin rejenerasyonu

2’inci koltukaltt meristemi eksplantlar1 4 farkli BAP ve NAA igeren ortamda kiiltiire
alinarak 8 hafta sonra sonuglar varyans analizi ile degerlendirilmistir Tiim eksplant
lizerinde siirgiin olusumu ve tim siirgiinlerde kok olusumu gozlenmistir. Bu yiizden
veriler varyans analizine tabi tutulmamistir. Varyans analizi sonucunda eksplant basina
stirgiin ve kok sayist bakimidan ortamlar arasinda farklilik bulunamamigtir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyde ve kok uzunlugu bakimindan 0.01
diizeyinde farklilik bulunmustur (Cizelge 4.29). Elde edilen sonuglarin 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla Duncans testi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.30°da verilmistir.

Cizelge 4.29 Gelrit ile katilastirilmig farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’nci
koltuk alt1 meristemi eksplantindan siirglin rejenerasyonuna etkisine ait
varyans analizi

Eksplant basina Eksplant basina siirgiin
V. K. S.D. siirgiin sayisi (adet) uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 25.41 1.29* 16.63 9.58*
Hata 8 19.58 1.73
Toplam 11
Eksplant basina kok Eksplant basina kok
V. K. S.D. sayisi (adet) uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 3 2.44 2.10* 104.11 20.15
Hata 8 1.16 5.16
Toplam 11

* (.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.30°da goriildiigii gibi; eksplant basina siirgiin sayis1 10.33 adet olarak 0.25
mg/l BAP - 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda ve eksplant basina siirgiin uzunlugu
8.16 cm ile 0.25 mg/l BAP - 0.50 mg/l NAA iceren MS ortaminda tespit edilmistir
(Sekil 4.16). Ekplant basina kok sayisi 5.00 ile 17.00 arasinda degigsmektedir. En yiiksek
deger 0.25 mg/l BAP - 0.25 mg/l NAA iceren MS ortaminda bulunmustur. Ayrica 3.00
cm ile 0.25 mg/l BAP - 0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda en uzun kok tespit

edilmistir.
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Sekil 4.16 0.25 mg/l BAP - 0.25 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilen en
uzun siirglinler

Cizelge 4.30 Gelrit ile katilastirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin 2’inci
koltuk alt1 meristemi eksplantindan siirgilin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant

Ortamlar basina siirgiin | basina siirgiin basina kok basima kok
BAP | NAA sayisi uzunlugu sayisi uzunlugu
(mg/l) | (mgn)|  (adet) (cm) (adet) (cm)
0.25 | 0.25 10.33a’ 3.06b' 17.00a’' 1.00
0.25 0.50 3.33b 8.16a 16.66a 3.00
0.25 0.75 5.66b 5.00b 5.00b 1.33
0.25 1.00 6.33b 7.53a 16.66a 1.33

' Aymi siitunda farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.
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4.3.7 Agar ile katilastirllan ortamlarda u¢ meristemi, 1’inci ve 2’inci koltukalti
meristemi eksplantinda BAP ve NAA ile siirgiin rejenerasyonu

Eksplantlar 3 farkl

BAP ve NAA iceren ortamda kiiltiire alinarak 8 hafta sonra

sonuglar varyans analizi ile degerlendirilmistir Tiim eksplant iizerinde siirgiin ve daha

sonra siirglinlerde kok olusumu gozlenmistir. Bu yilizden veriler varyans analizine tabi

tutulmamistir. Varyans analizi sonucunda kallus olusturan eksplant orani, eksplant

basia siirgiin sayisi, eksplant basina kok sayisi (adet) ve eksplant basina kok uzunlugu

(cm) bakimindan ortamlar ve eksplantlar arsinda 0.05 diizeyinde ve eksplant basina

siirglin uzunlugu bakimindan 0.01 diizeyinde etkilesim bulunmustur (Cizelge 4.31).

Elde edilen sonuglarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla Duncans testi yapilmis ve

sonuclar Cizelge 4.32’de verilmistir.

Cizelge 4.31 Agar ile katilagtirilmis farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin ug
meristemi, 1’nci ve 2’nci koltuk altt meristemi eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan Eksplant basina Eksplant basina
eksplant orani siirgiin sayisi siirgiin uzunlugu
V. K. S.D. (%) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 2 | 259258 | 140 | 33744 | 23.91% | 587 | 11.60%*
Eksplant 2 4514.81 2.60 0.33 0.02 0.49 0.96
Ortam*Eksplant | 4 3703.70 | 2.00* 43.61 3.09* 3.35 6.62%*
Hata 18 | 1851.85 14.11 0.50
Toplam 26
Eksplant basina kok sayisi Eksplant basina kok
V. K. S.D. (adet) uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 2 6.48 0.26 0.11 0.17
Eksplant 2 72.48 2.94 2.33 3.50
Ortam*Eksplant | 4 78.82 3.20* 2.44 3.67*
Hata 18 24.63 0.67
Toplam 26

**0.01 diizeyinde dnemli
* 0.05 diizeyinde dnemli
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Kallus olusturan eksplant orani her iic BAP ve NAA igeren ortam da %58.33 ve %100
degismektedir. U¢ meristem icin istatiksel olarak benzer sekildedir.1’inci ve 2’nci
koltukaltinda 0.2mg/l BAP ve 0.001 mg/l NAA’ya oranla diger ortamlarda belirgin bir
diisiis goziikmektedir. Eksplant basina siirgiin yiizdesi her ii¢ ekplanttada %75 ve %100
arasinda degismektedir. Sadece 0.2mg/l BAP ve 0.001 mg/ NAA 1’inci koltukalt
eksplantinda %75 orani bulunurken diger ortamlarda %100 eksplant basina siirgiin
ylizdesi gelisimi gdzlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 her 3 eksplantta ve her
ortam arasinda belirgin bir farklilik goriiliirken u¢ meristemde birinci ortam ve {igiincii
ortam arasinda yukaridan asagiya bir diisii gozlenirken 1’inci ve 2’inci koltukalti
meristeminde ortamlar arasinda asagidan yukariya bir azalma goriilmektedir. Ug
meristemde 7.33 ile 13 adet arasinda bitki elde edilirken. 1’inci koltukaltinda 3.33-5.66
adet bitki ve 2’inci koltukaltinda 1.66-5 adet arasinda bitki elde edilmistir. Eksplant
basina silirgiin uzunlugu her ug¢ eksplantta 3.76 ile 7.33 arasinda degismektedir (Sekil
4.17). Ug¢ meristemde 0.4mg/l BAP ve 0.001 mg/l NAA ortaminda, 0.2mg/l BAP ve
0.001 mg/l NAA dogru bakildiginda bitki uzunlugu bakimindan bir artis gozlenirken bu
durum D’inci ve 2’inci koltukalti eksplanti i¢in tam tersi yoniinde gdzlenmektedir.
Kallus olusturan eksplant orani bakimindan incelendiginde tiim ortamlardaki
ekpslantlarda %100 gelisim gozlenmistir. Eksplant basina kok sayisi; ug¢ meristem
eksplantinda 21.00 ve 26.00 adet arasinda, 1’inci koltukalti meristeminde 12.66 ve
16.33 adet arasinda ve 2’inci koltukalti meristeminde 14.33-22.66 adet arasinda degisim
gostermektedir. Her ii¢ eksplanttada en fazla kok sayist 0.2mg/l BAP ve 0.001 mg/l
NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina kok uzunlugu her ii¢ eksplantta
1.00 ve 3.00 arasinda degismektedir. En uzun kok 0.2mg/l BAP ve 0.001 mg/l NAA
iceren ortamdan u¢ meristeminde 2.00 cm, 1’inci koltukaltt meristemi 3.66 ve 2’inci

koltukalt1 meristemi i¢in 3.66 cm olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.32  Agar ile katilastirilmig farklt BAP ve NAA konsantrasyonlariin ug,

I’inci ve 2’inci koltukaltt meristemi eksplantindan stirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Kallus olusturan eksplant oram || Siirgiin olusturan eksplant oram
Ortamlar (%) (%)
1. 2. 1. 2.
BAP NAA Ugt: . | Koltuk alt1 | Koltukalt1 U‘i . Koltukalt1 Koltukalti
(mg/ ) (mg/ 1) | meristemi meristemi merstemi | TerSemt! meristemi meristemi
0.2 0.001 100.00 100.00a' | 100.00a' 100.00 100.00 100.00
03 0.001 91.66 75.00ab 58.33ab 100.00 100.00 100.00
04 0.001 75.00 75.00ab 66.66ab 100.00 100.00 100.00
Eksplant basina siirgiin sayis1 | Eksplant basina siirgiin uzunlugu
Ortamlar (adet) (cm)
BAP | NAA U Koliuk 2 U 1. 2.
o ot Koltukalt: ¢ | Koltukalt | Koltukalt:
(mg/ ) (mg/ 1) | meristemi a.ltl . merstemi meristemi meristemi meristemi
meristemi
0.2 [ 0.001 | 13.00ab' | 3.33d' 1.66d" | 7.33bcd* | 5.46¢d 5.00¢>
03 0.001 | 12.00ab 6.66¢ 4.33cd 6.00cd 4.76d 6.00c
0.4 0.001 7.33bc 5.66¢d 5.00bcd 5.46d 3.76d 5.70c
KoKk olusturan eksplant oram Eksplant basina kok sayisi
Ortamlar (%) (adet)
BAP | NAA Ue 1. 2. Ue 1. 2.
istemi Koltuk alt1 || Koltukalti meristemi Koltukalt Koltukalti
(mg/ D) (mg/ 1) || meris meristemi merstemi meristemi meristemi
0.2 [ 0.001 | 100.00 100.00 100.00 | 21.00ab' | 22.00a' 26.00a’
0.3 0.001 100.00 100.00 100.00 16.33abc 14.00b 12.66b
04 0.001 100.00 100.00 100.00 22.66a 15.00b 14.33b
Ortamlar Eksplant basina kok uzunlugu (cm)
BAP | NAA Uc meristem 1. koltukalti 2. koltukalt1
(mg/l) | (mg/1) ¢ meristemi meristemi
0.2 | 0.001 2.00a' 3.66a' 3.66a'
0.3 0.001 1.00b 1.00b 1.00b
04 0.001 1.33b 2.00ab 1.33b
' Ayni siitunda farkls harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

*Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde Gnemlidir.
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Sekil 4.17 0.2 mg/l BAP ve 0.001 mg/l NAA igeren ortamdan, a.u¢ meristemden,
b.1’inci koltukalt1 ve c. 2’inci koltukalt1 meristeminden elde edilen
bitkilerin sayim 6ncesi gorliniisii

4.3.8 Kinetin ve NAA ile hizh ¢cogaltim

Kinetin ve NAA igeren 3 farkli ortamda kiiltiire alimarak 6 hafta sonra sonuglar
degerlendirilmistir. Tiim ortamlarda elsplant {izerinde rejenerasyon ve kok olusumu
gbzlenmistir. bu nedenle varyans analizi yapilmamistir. Kallus olusturan eksplant orani
ve siirglin uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyde farklilik ¢ikmisken

eksplant basina kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda bir farklilik
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bulunamamistir (Cizelge 4.33). Bu farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla

yapilan Duncans Testi sonuclar Cizelge 4.34’de verilmistir.

Cizelge 4.33 Farkli Kinetin ve NAA konsantrasyonlarinin u¢ meristemi eksplantindan
siirglin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan Siirgiin Eksplant basina
eksplant oram olusturan suirgiin sayisi
V. K. S.D. (%) eksplant orani (adet)
’ (%)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 2 (99537 | 239 | 9259 | 4.00 | 5411 | 4.64%
Eksplant 2 [[1550.93| 3.72* 92.59 4.00 61.00 5.23*
Ortam*Eksplant| 4 | 162037 3.89* 92.59 4.00 46.11 3.95%
Hata 18 || 416.67 23.15 11.67
Toplam 26
Ortalama siirgiin | Kok olusturan Ortalama kok
uzunlugu eksplant oram uzunlugu
V. K. S.D. (cm) (%) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 2 13.92 | 12.79** | 1481.78 | 1.00 0.70 2.38
Eksplant 2 14.44 || 13.27** |2592.59| 1.75 0.26 0.88
Ortam*Eksplant| 4 3.11 2.86*% || 1481.48| 1.00 0.15 0.50
Hata 18 1.09 1481.48 0.30
Toplam 26

**0.01 diizeyinde dnemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli
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Sekil 4.18 0.3 mg/l Kinetin ve 0.001 mg/l NAA igeren ortamdan; a. u¢ meristemden,
b. 1’inci koltukalt1 ve c. 2’inci koltukalt1 meristeminden elde edilen
bitkilerin sayim oncesi goriiniisii
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Cizelge 4.34 Farkli Kinetin ve NAA konsantrasyonlarinin ug, 1’inci ve 2’inci
koltukalti meristemi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

oranl

Kallus olusturan eksplant

Siirgiin olusturan eksplant orani

[1)
Ortamlar (%) (%)
Kinetin | NAA | Uc L 2. Ue L 2
meristem Koltuk alt1 || Koltukalt: meristemi Koltukalt Koltukalti
(mg/ 1) (mg/ l) meristemi merstemi meristemi meristemi
0.2 0.001 | 0.00b' 0.00 0.00 100.00 100.00 100.00
0.3 0.001 0.00b 0.00 0.00 100.00 100.00 100.00
0.4 0.001 || 66.66a 0.00 0.00 100.00 100.00 100.00
Eksplant basmna siirgiin Ortalama siirgiin uzunlugu
Ortamlar SayIst (cm)
(adet)
Kinetin | NAA | Ug L 2. Ue L 2.
<tem Koltuk alt1 || Koltukalt1 meristemi Koltukaltt Koltukalti
(mg/ l) (mg/ l) meriste meristemi merstemi meristemi meristemi
0.2 0.001 | 5.66b' | 6.66ab' | 7.33b' 3.66b' 7.00ab’ 7.33a’
0.3 0.001 6.66ab 6.00b 11.33a 6.00a 3.00c 3.00b
04 0.001 7.00a 7.33a 6.00c 7.66a 12.00a 9.33a
Eksplant basina kok orani Eksplant basina kok uzunlugu
Ortamlar (%) (cm)
Kinetin | NAA | Uc L 2. Ue . 2.
stem Koltuk alt1 | Koltukalt: meristemi Koltukalt1 Koltukalt1
(mg/ 1) (mg/ l) meris meristemi merstemi meristemi meristemi
0.2 0.001 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.3 0.001 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
04 0.001 33.33 0.00 0.00 2.00 0.00 0.00

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

Kallus olusturan eksplant oran1 her ii¢ kinetin ve NAA iceren ortamdan sadece 0.4mg/1

kinetin ve 0.001 mg/l NAA igeren eksplantlarda kallus olusum yiizdesi %66.66 olarak

bulunmustur. Eksplant bagina siirglin yilizdesi her ii¢ ekplanttada %100 olarak tepit

edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 her 3 eksplantta ve her ortam arasinda belirgin

bir farklilik goriilmemekle birlikte u¢ ve 1’inci koltukalti meristeminde birinci ortam
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ve lglincii ortam arasinda yukaridan asagiya bir artis gdézlenirkenve 2’inci koltukalti
meristeminde 0.3 mg/l Kinetin ve 0.001 mg/l NAA igeren ortamda 11.33 adet bitki elde
edilmistir. Otalama Siirgiin Uzunlugu u¢ meristemde 3.66 ile 7.66 cm arasinda bitki
elde edilirken, 1’inci koltukaltinda 3.00-12.00cm bitki ve 2’inci koltukaltinda 3.00-
9.33cm arasinda bitki elde edilmistir. eksplant basma kok orant bakimindan
incelendiginde tiim ortamlardaki ekpslantlardan sadece 0.4 mg/l Kinetin ve 0.001 mg/l
NAA iceren u¢ meristem eksplantindan %33.33 gelisim gozlenmistir. Eksplant basina
kok sayisinda da ayni ortamdaki u¢ meristem eksplantinda 2.00 cmlik bitkiler tespit

edilmistir.

4.4. R. macrandra Bitkisinden Siirgiin Rejenerasyonu ve Hizlh Coglatimdan Elde
Edilen Bitkilerin Adaptasyonu

Adventif siirgiin rejenerasyonu ve hizli ¢ogaltim denemelerinde elde edilen R.
macrandra bitkiciklerinin akvaryum kosullarina adaptasyonu amaciyla direkt akvaryum
kosullarina konarak bir deneme yapilmis ayrica %50 torf ve % 50 su igeren saksilarda

2 hafta bekletildikten sonra akvaryum kosullarina adaptasyonu yapilmistir (Sekil 4.19).

Akvaryum kosullarina direkt olarak konulan bitkiler akvaryum iginde hazirlanmis olan
4-5 cm yiiksekliginde ince kum yerlestirilmis ve akvaryum suyuna haftada bir sifonlama
islemi yapilmis ve sivi giibre (FloraPride. Tetra Plant) ilave edilmistir. Akvaryumlarda
24 °C MO2000 Aquarium heater kullanarak ve 1-2 Adet florasan-Sylvania Aquastar F
30w/174 10000 K Recyclable lambalar 1siklandirma amaciyla kullanilmistir. 2 hafta
sonunda bitki ara bogum arasilarinda belirgin sekilde uzama ve bogum arasi aralarindan
kok gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.20.c.,d.). Akvaryuma konulan bitkilerde %100

adaptasyon saglanmuistir.

%350 torf ve %50 su icinde bulunan bitkilerde 2 hafta sonuda %100 adaptasyon
saglanmig yapraklar su listiinde kalmasi nedeniyle akvaryum kosullarindaki bitkilere
nazaran daha kalin olmus ve bogum arasilar arasi kisalmistir (Sekil 4.20. a.,b.). Bu bitki
ortam kosullarinin ortam kosullarina adaptasyon sagladiktan sonra 5 saksi akvaryuma
aktarilmadan 4 hafta siire ile saksilarda bekletilmis ve ortam kosullar1 sayesinde saksida
bekletien bitkilerden bir saksida beyaz kiigiik bir ¢igek actigr gézlenmistir (Sekil 4.20.
a.,b.).
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Sekil 4.19 R. macrandra bitkisinde adventif silirgiin rejenerasyonu ¢aligmalarindan
0.25 mg/l BAP - 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda gelisim gosteren
bitkilerin %50 torf ve % 50 su igeren saksilara adaptasyonunda goriiniisii
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Sekil 4.20 a.,b. R. macrandra bitkisinin saksida c¢igek agmis sekilde ve c.,d.direkt
akvaryum kosullarina adaptasyonu
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4.5 Sivi1 Kiiltiirde Siirgiin Rejenerasyonu

In vitro kosullarda elde edilen bitkilerden u¢ meristemi, 1’inci koltukalti meristemi,
2’inci koltukalti meristemi, yaprak, 1’inci ve 2’inci bogum arasi eksplantlar1 alinarak
bitki biiyiime diizenleyicilerden 0.25 mg/l BAP - 0.50mg/l NAA ve 0.50 mg/l BAP -
0.50mg/l NAA iceren sivi MS ortamda kiiltire alinmigtir. Magenta kaplar
calkalayiciya yerlestirilmis 60 rpm hizda ¢alkalama yapilmistir (Sekil 4.21.a.). Hemde
herhangi bir calkalama islemi gerceklestirilmeden erlen mayerler kiiltiir odasinda
bekletilmistir (Sekil 4.21.d.). Ancak 2 hafta sonra sadece kiiltiir odasinda bulunan iki
adet erlen mayerdeki birer eksplant gelisim gdstermistir (Sekil 4.21.e.,f.,g.,h.). Iki adet
bitki %50 torf ve %50 su igerikli saksilara ekilmis fakat ortama adaptasyon
saglanmamustir. Calkalayic1 cihazdaki eksplantlarda 2’inci hafta sonunda kararma ve
bozulma meydana gelmis ve 4 hafta sonunda bitki elde edilememesi nedeniyle
calismaya son verilmigtir (Sekil 4.21.b.,c.). Belirgin bir sonug¢ elde edilememesi

nedeniyle herhangi bir istatistiksel analiz yapilamamistir .
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Sekil 4.21 a.,b.,c.,d.,e., f. stv1 kiiltiire konulan bitkilerin magenta ve erlen mayerdeki
goriintigleri g.,h. durgun ortamda elde edilen 2 adet bitkinin goriiniisii
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4.6 A.tumefaciensile R. macrandra’nin Gen AKktarim

Yaprak ve 1’inci bogum arasi eksplanti 4. tumefaciens in GV2260 P35 GUS-INT hatt1
ile 1/50 siispansiyonu ile yarim saat muamele edilerek bir glinde 16 saatlik 151k
fotoperiyodu ve 24°C’de ko Kkultiirvasyon ortamina ve sonra 50mg/l kanamisin ve
500mg/l augmetin igeren 0.25 mg/l BAP - 0.50mg/l NAA ve 0.50 mg/l BAP - 0.50mg/1
NAA igeren sivi MS ortamda kiiltiire alinmistir. Yapilan uygulamada elde edilen
sonuglar 8 hafta sonra varyans analizine tabii tutulmustur. Varyans analizi sonuglarina
gore eksplant basmma GUS pozitif 6rnekler oran1 ve eksplant basina kok uzunlugu
bakimindan ortamlar arasinda 0.001 diizeyinde farklilik gozlenmistir. Buna karsi
eksplant basina siirgiin sayist ve kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan eksplantlar
arasinda 0.05 diizeyinde farklilik goriilmiigtiir. Tiim yaprak ve 1’inci bogum arasi
eksplantlarinda GUS pozitif sonuglar elde edilmistir. Ancak ekspresiyon diizeyinde
farklilik goriilmiistiir. Govdelerde ekspresyon yok iken yapraklarda acik maviden koyu
moaviye kadar gus pozitif ornekler elde edilmistir (Sekil 4.22-4.23). Eksplant basina
stirglin yiizdesi, uzunlugu, kok yilizdesi ve kok sayisi bakimndan hem eksplant hem de
ortamlarda farklilik bulunamamistir. (Cizelge 4.35). Bu farkliligin 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla yapilan t testi sonuglar1 Cizelge 4.36’de yer almaktadir.
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GUS pozitif bitkilerine etkisine ait varyans analizi

Cizelge 4.35 A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum arasi eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ve

GUs poriitmeer | Sepzonoveran [ Eomantianas | Elepintbavns
(1)
V.K. S.D. orani (%) (%) (cm) (adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1| 12100.00 | 13.570%* | 25.00 0.66 15682 | 1.38 10.24 0.19
Eksplant 1 100.00 0.112 25.00 0.66 52.42 4.61 190.44 3.64*
Ortam*Eksplant | 1 100.00 0.112 100.00 2.74 27.46 2.42 100.00 1.91
Hata 96 891.66 36.45 11.35 52.25
Toplam 100
Kok olusturan Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina
V.K S.D eksplant oram kok sayis1 kok uzunlugu kallus yiizdesi
T . (%) (adet) (cm) %)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1 8556.25 16.80 169.00 2.19 10.89 12.24** | 156.25 0.14
Eksplant 1 8556.25 16.80 19.36 0.25 0.09 0.10 4556.25 4.02%*
Ortam*Eksplant | 1 8556.25 16.80 81.00 1.04 0.09 0.10 7656.25 6.76
Hata 96 | 509.375 77.23 0.89 1132.81
Toplam 100

**0.01 diizeyinde dnemli
* 0.05 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.36’de goriildiigli gibi her iki eksplantta kallus ytlizdesi %68 -99, eksplant
basina siirgiin ylizdesi %97-100 eksplant basina siirglin sayist 12.76-17.52 adet.
eksplant basina siirgiin uzunlugu 5.88-8.12 cm, eksplant basimna kok orami %63-100
arasi. kok sayis111.20-15.60 adet arasi1 degismistir. 0.25 mg/l BAP - 0.25g/l NAAigeren
MS ortaminda yapraktan %80 ve 1’inci bogum arasitan %76 ve 0.25 mg/l BAP - 0.50
mg/l NAA igeren ortamdan %100 GUS pozitif bitkiler elde edilmistir (Sekil 4.22).
Ancak her iki eksplantta da 0.25 mg/l BAP - 0.25mg/l NAA igeren ortamdan daha
uzun kokler (2.40cm-1.97cm) ve 0.25 mg/l BAP - 0.50mg/l NAA igeren ortamdan daha
kisa kokler (1.68cm-0.87cm) elde edilmistir.

Sekil.4.22  A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile muamele edilen 1’inci bogum arasi
eksplantina elde edilen GUS pozitif 6rnekleri
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Sekil 4.23  A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile muamele edilen yaprak eksplantina elde
edilen GUS pozitif 6rnekleri
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Cizelge 4.36 A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum arasi1 eksplantindan siirgilin rejenerasyonuna ve
GUS pozitif bitkilerine etkisi

GUS pozitif ornekler Kallus olusturan eksplant Siirgiin olusturan eksplant Eksplant basina
orani (%) orani (%) orani (%) siirgiin uzunlugu (cm)
Ortamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA I’inci I’inci I’inci I’inci
(mg/l) | (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 80.00b1 76.00b' 99.00 A 68.00 B 97.00 100.00 6.28 5.88
0.25 0.50 100.00a 100.00a 84.00 A 88.00 B 100.00 99.00 8.12 5.62
Eksplant basina Kok olusturan eksplant Eksplant basina Eksplant basina
siirgiin sayisi (adet) oram (%) kok sayisi (adet) kok uzunlugu (cm)
Ortamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA 1’inci I’inci I’inci I’inci
(mg/l) | (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 17.52 A° 12.76 B 63.00 100.00 15.60 14.68 2.40a' 1.97a
0.25 0.50 16.16 A 1540 A 100.00 100.00 11.20 13.88 1.68b 0.86b

' Aymi siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.
*Aymi satir farkli bityiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir.
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Yaprak ve 1’inci bogum arasi eksplantin A. tumefaciens’in GV2260 P35 GUS-INT
hattin seyreltilmemis siispansiyonlari ile daldirilip 24 saat ko kiiltiirvasyon i¢in 16 saat
151k fotoperiyot ve 24°C’de birakilmugtir. Kokultiirvasyondan sonra eksplantlar 50
mg/lkanamisin ve500mg/l Augmentin igeren seleksiyon ortamlarina aktarilarak kiiltiir
odasina biralikmistir. Elde edilen sonuglar 8 hafta sonra varyans analizine tabii
tutlmustur (Cizelge 4.37). Varyans analizi sonuglarina gore kaluus olusturan eksplant
yilizdesi ve eksplant basina kok uzunlugu bakimindan ortam ve eksplantlar arasinda
sirastyla 0.05 ve 0.01 diizeyinde farklilik tespit edilmistir. Geri kalan tim
parametrelerde ortamlar ve ya eksplantlarin gen aktarim iizerine istatistiksel olarak

benzer etki goriilmiistiir.

Cizelge 4.38’de yer alan tabloda yaprak eksplanttinda kallus olusum yiizdesi %73.21-
88 iken 1’inci bogum arasita siirgiin ylizdesi eksplant basina siirgiin sayisi, kok ytizdesi,
kok sayis1 ve yan siirgiin sayist sirastyla 94.23-100, 10-16, 3.66-5.50, 4.16-8.28, 1.16-
2.15 ve 0-0.15 arasinda degismistir. Yaprak eksplantindan gelisen siirgiinlerde kok
uzunlugu ise 0.25 mg/l BAP-0.25 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA igeren
ortamlarda sirasiyla 1.71 ve 1.92 olarak tespit edilmistir. 1’inci bogum aras1 dan gelisen
siirgiinlerde 0.25 mg/l BAP-0.25 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA igeren
ortamda sirastyla 2.15 ve 1.16 cmlik kokler izlenmistir. Yaprak eksplantindan gelisen
stirglinlerde 69.23-71.42 ve 1’inci bogum arasitan %61.53-66.66 GUS pozitif bitki elde
edilmistir. Hem yaprak hem de tiim bogum aras1 eksplantlarindan GUS pozitif sonuglar
elde edilmistir. Ancak bogum arasilarda ekspresiyon yok iken yapralarda degisik

diizeyde ekspresyon gozlenmistir (Sekil 4.24-Sekil 4.25).
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Sekil 4.24 A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile daldirma yontemiyle muamele edilen
I’inci bogum aras1 eksplantina elde edilen GUS pozitif sonuglar

Sekil 4.25 A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile daldirma yontemiyle muamele edilen
yaprak eksplantina elde edilen GUS pozitif sonuglar
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Cizelge 4.37 A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile daldirma yontem ile muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum aras1 eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna ve GUS pozitif bitkilerine etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan GUS pozitif Siirgiin olusturan Eksplant basina
V.K S.D eksplant orani ornekler orani eksplant orani siirgiin uzunlugu
o o (%) (%) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1| 2003.02 | 4.06* | 17391 | 0.07 44.02 0.64 | 11.75 3.28
Eksplant 1 2670.68 541* 502.60 0.21 44.02 0.64 2.87 0.80
Ortam*Eksplant | 1 2003.02 4.06* 27.82 0.01 199.80 0.64 10.18 2.84
Hata 48 492.86 2368.74 68.02 3.35
Toplam 52
Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina
V. K S.D siirgiin sayisi yan siirgiin sayisi kok sayisi kok uzunlugu
T . (adet) (adet) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1 6.98 0.06 0.00 0.00 0.50 0.01 4.635 19.97**
Eksplant 1 359.43 3.37 0.28 2.53 31.52 0.71 0.32 1.40
Ortam*Eksplant | 1 5.48 0.05 0.00 0.00 84.91 1.92 1.96 8.460**
Hata 48 106.54 0.11 44.17 0.23
Toplam 52

*#0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde dnemli

103




Cizelge 4.38  A. tumefaciens’in GV2260 hatt1 ile daldirma yontemiyle muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum arasi1 eksplantindan
stirgiin rejenerasyonuna ve GUS pozitif bitkilerine etkisi

Kallus olusturan GUS pozitif ornekler Siirgiin olusturan eksplant Eksplant basina
eksplant orani (%) orani (%) oram (%) siirgiin uzunlugu (cm)
Ortamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA I’inci I’inci I’inci I’inci
(mg/l) | (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 98.00a" 100.00 69.23 61.53 94.23 100.00 4.07 3.66
0.25 0.50 73.21b 100.00 71.42 66.66 100.00 97.91 4.14 5.50
Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina Eksplant basina
Ortaml siirgiin sayisi (adet) yan siirgiin sayis1 (adet) kok sayisi (adet) kok uzunlugu (cm)
rtamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA 1’inci I’inci I’inci I’inci
(mg/l) (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 14.61 10.00 0.15 0.00 5.92 6.92 1.92a' 2.15a
0.25 0.50 16.00 10.083 0.14 0.00 8.28 4.16 1.71b 1.16b

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
Ay siitiin farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Yaprak ve 1’inci bogum arasi eksplant 4. tumefaciens’in LBA 4404pRGGbar hattinin
1/50 oranda seyreltilmis susupansiyonuyla 2 saat muamle edilered 24 saat
kokiiltiirvasyon i¢in 16 saat 1s1tk fotoperiyodunda birakilmistir. Kokultiirvasyondan
sonra eksplantlar 25 mg/l fosfonitrisin ve 500 mg/l augmentin igeren seleksiyon
ortamina aktarilarak kiiltiir odasina birakilmigtir. Elde edilen sonuglara iligkin varyans

analizi sonuglar1 Cizelge 4.39°de yer almaktadir.

Gen aktariminda kallus yilizdesi bakimindan ortam ve eksplant arasinda 0.01 diizeyinde
ve kok sayist ise ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farklilik goriilmistiir. Geri kalan
tiim parametrelerde ortamlar ve eksplantlarin istatiksel olarak benzer etki goriilmiistiir.
Onem diizeyini belirlemek igin t-testi yapilmustir. Cizelge 4.40 ‘de goriildiigii gibi her 2
eksplantta kallus olusturan eksplant orani, siirglin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant
basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, kok sayisi, kok uzunlugu ve kok yiizdesi
sirastyla %84-100, %96-97, 4.96-1276 adet, 3.44-3.58cm, 4.88-12.72 adet, 0.96-
2.52cm. %88-100 arasinda degismistir. Yaprak eksplantinda 0.25 mg/l BAP-0.25 mg/I
NAA ve 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA, iceren ortamda sirasiyla %84 ve 48 GUS
pozitif bitki elde ederken 1’inci bogum arasita ise ayni ortamlardan sirastyla %64 ve 72

GUS pozitif bitki elde edilmistir (Sekil 4.26).

e f

Sekil 4.26 A. tumefaciens’in LBA4404 hatti ile genetik transformasyon ; a.,b.,c.yaprak
ve d.,e.,f. 1’inci bogum aras1 eksplantinda elde edilen GUS pozitif
ornekler
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GUS pozitif bitkilerine etkisine ait varyans analizi

Cizelge 4.39 A. tumefaciens’in LBA4404 hatt1 ile muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum aras1 eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ve

Kallus olusturan GUS pozitif Siirgiin olusturan Eksplant basina
V.K S.D eksplant orani ornekler orani eksplant oram siirgiin uzunlugu
T o (%) (Yo) (%) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1| 15625 0.24 | 4900.00 | 230 6.25 0.01 7.50 227
Eksplant 1 56.25 0.08 100.00 0.47 6.25 0.01 0.11 0.03
Ortam*Eksplant | 1 4556.25 7.22%*% 112100.00 5.694 6.25 0.01 1.12 0.34
Hata 96 631.25 2125.00 330.20 3.30
Toplam 100
Eksplant basina Kok olusturan Eksplant basina Eksplant basina
V. K S.D siirgiin sayisi eksplant oram kok sayisi kok uzunlugu
T e (adet) (%) (adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1 306.25 7.40 100.00 0.17 734.41 13.60** 0.81 0.52
Eksplant 1 462.25 11.17%%* 900.00 1.55 146.41 2.71 2.89 1.87
Ortam*Eksplant | 1 2.89 0.70 900.00 1.55 22.09 0.41 37.21 24.16
Hata 96 41.34 580.00 53.99 1.54
Toplam 100

*%0.01 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.40 A. tumefaciens’in LBA4404 hatt1 ile muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum arasi1 eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ve
GUS pozitif bitkilerine etkisi

Kallus olusturan GUS pozitif ornekler oram1 | Siirgiin olusturan eksplant Eksplant basina
eksplant oram (%) (%) orani (%) siirgiin uzunlugu (cm)
Ortamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA P’inci I’inci I’inci I’inci
(mg/l) | (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 99.00a’ 84.00b 84.00 64.00 97.00 96.00 4.20 3.92
0.25 0.50 88.00b 100.00a 48.00 72.00 96.00 96.00 3.44 3.58
Eksplant basina Kok olusturan eksplant Eksplant basina Eksplant basina
siirgiin sayisi (adet) orani (%) kok sayisi (adet) kok uzunlugu (cm)
Ortamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA ’inci ’inci ’inci I’inci
(mg/l) (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 12.76A' 8.80B 92.00 92.00 9.36 12.72 2.52 0.96
0.25 0.50 9.60A 4.96B 88.00 100.00 4.88 6.36 1.12 2.00

"Aynu siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
*Aymi satir farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Yaprak ve 1’inci intenod eksplanti eksplant A. tumefaciens’in LBA 4404pRGGbar
hattinin seyreltilmemis siistipansiyonlarina daldirilip 24 saat kokiiltiirvasyon icin 16 saat
151k fotoperiyodunda birakilmistir. Kokiiltiirvasyondan sonra eksplantlar 25 mg/l
fosfonitrisin ve 500mg/l augmentin iceren seleksiyon ortamina aktarilmigstir. Seleksiyon
ortamina aktarilmis bitkiler kiiltiir odasinda inkiibe edilmistir. 8 hafta sonra elde edilen
sonuglar varyans analizine tabi tutlmustur (Cizelge 4.41). Varyans analizi sonuglarina
gore kallus olusturan eksplant oranit bakimindan 0.01 ve eksplant basina gus pozitif
ornek oram1 ile ortalama siirgiin uzunlugu bakimindan 0.05 diizeyinde ortam ve
eksplant etkilesimi bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ortam ve
eksplantlar arasinda sirasiyla 0.05 ve 0.01 diizeyinde farklilik goériilmiistiir. Eksplant
basina kok sayisi bakimindan ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farklilik gortilmiistiir.

Onem diizeyini belirlemek amaciyla t-testi yapilmustir (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.42°de goriildiigii gibi her 2 eksplantta kallus olusturan eksplant yiizdesi,
siirglin olusturan eksplant yiizdesi, siirgiin uzunlugu, kok olusturan eksplant yiizdesi.
siirglin basina kok sayist ve uzunlugu sirastyla %62.23-100, %85.71-100, 3,58-14.38
adet, 2.35-4cm, 9%80.71-95.83, 6.50-16.07 adet ve 1.07-2.38 cm arasinda degismistir.
Yaprak eksplantttan 0.25 mg/l BAP-0.25 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA
MS ortamda sirasiyla %64.28-76.92 ve %61.53-100 GUS pozitif bitki elde edilmistir
(Sekil 4.27).

.
£ % <

Sekil 4.27 A. tumefaciens’in LBA4404 hatt1 ile muamele edilen transformasyon;
a.,b.,c. yaprak ve d.,e..f. I’inci bogum aras1 eksplantindan daldirma
yontemi elde edilen GUS pozitif 6rnekleri
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Cizelge 4.41 A. tumefaciens’in LBA4404 hatt1 ile muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum aras1 eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ve
gus pozitif bitkilerine etkisine ait varyans analizi

Kallus olusturan GUS pozitif Siirgiin olusturan Eksplant basina
V. K. S.D.| eksplant oram (%) | ornekler oram (%) | eksplant oram (%) | siirgiin uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1| 146.79 0.12 | 2160.95 | 1.0 140.86 | 0.25 233 0.78
Eksplant 1 146.79 0.12 1339.22 0.74 140.86 0.25 1.51 0.50
Ortam*Eksplant | 1 15102.28 | 12.36** | 8460.88 4.72% 1565.20 2.84 19.23 6.48*
Hata 48 | 1221.45 1791.43 549.45 2.96
Toplam 52
Eksplant basina Kok olusturan Eksplant basina Eksplant basina
V. K. S.D. || siirgiin sayisi (adet) | eksplant orani (%) kok sayisi (adet) kok uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1 245.70 4.80%* 4.24 0.00 475.19 8.98%* 11.89 28.57
Eksplant 1 538.78 10.52%* 469.89 0.59 160.77 3.04 0.87 2.10
Ortam*Eksplant | 1 0.77 0.01 217.66 0.27 0.11 0.00 1.63 3.93
Hata 48 51.19 793.50 52.87 0.41
Toplam 52

*#0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.42  A. tumefaciens’in LBA4404 hatt1 ile daldirma yontemiyle muamele edilen yaprak ve 1’inci bogum arasi eksplantindan
stirgiin rejenerasyonuna ve GUS pozitif bitkilerine etkisi

Kallus olusturan

GUS pozitif ornekler oram

Siirgiin olusturan

Eksplant basina

Ortaml eksplant oram (%) (%) eksplant oram (%) siirgiin sayisi (adet)
rtamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA P’inci P’inci P’inci P’inci
(mg/l) | (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 | 100.00A 62.23B 76.92a' 61.53b 100.00 92.30 14.38A° 7.69B
0.25 0.50 62.50B 100.00A 64.28b 100.00a 85.71 100.00 9.78A 3.58B
Eksplant basina Kok olusturan Eksplant basina Eksplant basina
Ortaml siirgiin uzunlugu (cm) eksplant orani (%) kok sayisi (adet) kok uzunlugu (cm)
rtamlar
Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
BAP NAA I’inci I’inci I’inci I’inci
(mg/l) (mg/l) Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi Yaprak bogum arasi
0.25 0.25 4.00a'A’ 3.12bB 90.38 92.30 16.07a” 12.46a 2.38 1.76
0.25 0.50 2.35bB 3.91aA 85.71 95.83 9.92b 6.50b 1.07 1.16

'Ayni siitunda farkl kiiiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
*Ayni satir farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.
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4.7 Transgenik Aday1 R. macrandra Bitkilerinin Akvaryum Ortamina
Alstirilmasi

Transgenik aday R. macrandra bitkicikleri akvaryum kosullarina adaptasyon amaciyla
hazirlanmis olan 4-5 cm yiiksekliginde ince kuma yerlestirilmis ve akvaryum suyuna
haftada bir sifonlanmis ve sivi giibre (FloraPride.Tetra Plant) ilave edilmistir.
Akvaryumlarda 24 °C MO2000 Aquarium heater ve 1-2 Adet florasan-Sylvania
Aquastar F 30w/174 10000 K Recyclable lambalar 1siklandirma amaciyla kullanilmaistir.
Akvaryuma konulan bitkilerden GV2260 p35 Gus Int hatti (Sekil 4.28.a.,b.) ve
LBA4404 pRGGbar geni (Sekil 4.28.c.,d.) kullanilarak akvaryumlara %100 adaptasyon

saglanmistir.

Sekil 4.28  Agrobacterium tumefaciens ile muamele edilen transgenik aday bitkilerin
a.,b.GV2260 p35 GUS INT hatti ve c.,d. LBA4404 pRGGbar geni
kullanilarak akvaryumlara adaptasyonu
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiurkiyede akvaryum bitkileri iiretimi bakimindan herhangi bir istatistiki veri
bulunmamakla birlikte {ilkemiz akvaryum sektoriindeki bitkilerin bir cogu daha c¢ok
yurt disindan yasa dis1 bir sekilde getirilerek satilmaktadir. Bu bitkilerle birlikte
taginilan yabanci flora ve faunanin yerel kaynaklar kirletmesini dnlemek amaciyla
doku kiiltiir teknikleri kullanilarak iiretim yapilmasit gerekmektedir. R. macrandra

bitkisi klasik sekillerde tiretimi yapilarak i¢ pazarda dekoratif amagla satilan bir bitkidir.

Bu tez kapsamdaki ¢alismada doku kiiltiirii ile bitki ¢ogaltimi amaciyla ilk once ylizey
sterilizasyonu saglamak i¢in ¢amasir suyu ve PPM ile degisik denemeler kurulmustur.
Bunun sonucunda calisilan su bitkisinin sterilizasyonunuda sorunlar yasanmis ve c¢ok
sayida fungal ve bakteriyal icerikli bitkiler goézlenerek, bazi eksplantlarda camasir
suyunun olumsuz etkisi ile klorofil parcalanmasi yasanmasi ve bazi bitkilerde
beyazlagsma kaydedilmistir. Bu sonuclar Taylor et al. (1998)’in Piper methysticum
bitkisinin doku kiiltiirii c¢aligmasinda ylizey sterilizasyonunda sonuglara uyum
saglamaktadir. Arastiricilar bu bitkide endojen bulasikligin biiyiik bir sorun oldugunu
bildirmigtir. Seradan alinan bitkilerin benomil ve rifampicin ile muamelesi sonucu

bulasikligin 6niine gecilemedigini rapor etmistir.

Bu c¢alismada sterilizasyon asamasi %50-75 oraninda bulasikli bitkilerden alinan steril
pargalar 2 hafta MSO ortaminda bekletilerek %100 steril bitkiler elde edilmistir.
Benzer sekilde; Jenks et al. (1990), su zambag: bitkisinde yaprak (Epiphyllous bitki)
eksplant1 30 dk ¢esme suyunda tutulduktan sonra 90 sn % 50 etanolle muamele edilmig
ve 5 dk durulama yapilmistir. Daha sonra 12 dk % 1.31’lik NaOCl ve Tween-20
(2d/100ml) ile 5 dk muamele edildikten sonra 3 kere durulanmistir. Micheli et al.
(2006). Cryptocoryne becketti, Cryptocoryne lutea ve Rotala rotundifolia nin
eksplantlar da sterilizasyon amaciyla %1-1.5 oraninda sodyum hipoklorit kullanilmistir.
Kane et al. (1999), Cryptocoryne wendtii’nin in vitro ¢ogaltimi yiizey sterilizasyonu
amaciyla 15 dk ¢esme suyunda tutulduktan sonra, 12 dk % 1.05’lik NaOCl+Tween-20
(1d/100ml) ile muamele edilmis ve 3 kez durulanmasiyla saglanmistir. Calismada elde
edilen sonuglar Oztiirk (2002), Sumlu (2005) ve Oztiirk (2008)’in ¢alismalarinin

sonuglarina benzerlik gostermektedir.
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Ancak; Kawashima et al. (1986), E. plorifera’ Bitki materyallerini epifit ve
epizoalardan uzaklastirmak i¢in steril bez ile temizlenmis ve 20 dakika karistirildiktan
sonra steril deniz suyunda % 11°lik povidon iyot igeren deniz suyu solusyonunda 1
dakika bekletmistir. Daha sonra bu ¢6zelti 18°C’de iki giin boyunca antibiyotikli ortama
steril slizgli yardimiyla ilave edilmistir. Yapilan sterilizasyondan sonra bitki materyali

steril deniz suyu ile yikanip proteaz solusyonunda 20 dakika bekletilmistir.
Farkl eksplantlar, ortamlar ve katilastiricilerin kullaniminda;

Genel bakimindan agar ortaminda elde edilen bitkilerden gelrite oranla daha fazla
eksplant basina siirgiin ve kok sayisi tespit edilmistir. Ayrica 0.25 mg/l BAP ve 0.25-
0.50 mg/l NAA iceren MS igeren ortamdan 2 adet fenotip bakimdan kivrik siirglin

gbzlenmistir.

Bunun sebebinin ilk 6nce ortamdan kaynaklanan bir mutasyon oldugu diisiiniilmiis
ancak bahse konu bitkilerin 3-4 kere alt kiiltiire alinmasi sonucunda bu o&zelligi
kaybettikleri ve ortamda bulunan 151k faktorii ve rekabet ylizdesinden dolay1 bu olayin
meydana geldigi diisiiniilmektedir. Eksplant basina siirglin uzunlugu 1.70 cm ve 4.50

cm arasinda degismistir.

Gelrit ve agar kullanilan denemelerde bitkilerde herhangi bir genotip degisiklik
beklenilmemistir. Ciinkii her iki denemede esit miktarda bitki biiyiime diizenleyici
maddeler, MS besin ortami, 151tk ve sicaklik saglanmistir. Kullanilan katilastiric
maddelere bakildiginda; agarin igeriginde, D-galaktoz ve 3.6-anhidrogalaktoz ve
agaropektin  igerikli  1.3-glikosidically — benzeri  D-galaktoz  (Sigma-Aldrich.
St.Louis.MO) bulunmakta, gelritte ise glukuronik asit, rhamnose ve gliikoz
(Phytotechnology Lab. Katalog. 2006) yer almaktadir. Tiim denemelerde MS ortam
izerinde yaprak, 1’inci - 2’inci bogum aras1 ve 1’inci - 2’inci koltuk alti meristemi
eksplantlarina benzer sitokinin-oksin kombinasyonlariyla fakat degisik katilastirict
maddelerle yapilan uygulamalarda eksplantlarin  rejenerasyonunda farkliliklar
goriilmiistiir. Her iki katilastirict maddenin biyokimyasal ve yapisal degisikliklerinin
doku kiiltiir teknigi ile cogaltilmis bitkiler iizerine etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Ozel
vd. 2008). Ciinkii molekiiler ve yapisal degisiklik eksplantlarda degisik sekilde bitki
biliylime maddelerinin ve besleyici maddelerin degisik sekilde eksplantlar iizerine etkisi

oldugu diistiniilmiistiir.
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Her iki katilastirict madde kiyaslandiginda agar iceren ortamda daha fazla siirgiin sayisi,
stirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu belirlenmistir ancak gelrit iceren ortamlarda kok
oran1 ve kok sayist az oldugu goriilmiistiir. Agar ve gelrit iceren ortamlarda meydana
gelen farkliligin agarin igerinde bulunan degisik karbonhidratlardan meydana geldigi
ayrica her iki katilastirict maddenin molekiiler yapisindan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Bunun baska bir sebebi de agarin bitki besin ortami ve biiyiime
diizenleyici maddelerin eksplantlara gelrite oranla daha iyi sekilde niifuz etmesi
nedeniyle meydana geldigi diisliniilmektedir. Gelrite i¢ceren ortamin agar gore daha sert
sekilde donmasi nedeniyle eksplantlar {izerinde olumsuz bir etkiye yol actig1
kiymetlendirilmektedir. Gelrit i¢eresinde bulunan eksplantlarda kok olusumunu diger
ortama gore degisik sonuglar verdigi goriilmiistiir. Bu sonuglar Ozel vd. (2008)
tarafindan tiitlin bitkisinde yapilan c¢alismada elde edilen bulgulara benzerlik

gostermektedir.

Yaprak, 1’inci ve 2’nci bogum arasi, 1’inci ve 2’nci koltukalti meristeminin
eksplantlar siirglin rejenerasyonu i¢in BAP(0.25 mg/l) ve NAA (0.00-0.1-0.25-0.50
mg/l) agar ve gelrit igeren ortamlarda genel olarak agar ve gelrit ile 2’inci bogum arasi
eksplantinda BAP ve NAA konsantrasyonlarinda agardaki eksplantlarda kallus
olusumu gozlenirken gelrit iceren ortamlarda kallus olusumuna rastlanilmamstir.
Benzer sekilde agar igceren eksplantlarin siirgiin uzunlugu. eksplant basina siirgiin sayist,
kok uzunlugu ve eksplant basina kok sayisina bakildiginda agar igeren ortamlardan

gelrit iceren ortamlara oranla daha gelismis bitkiler elde edilmistir.

Ucg meristemleri hizli ¢ogaltim amaciyla farkli oranlarda BAP(0.25 mg/l) ve NAA
(0.00-0.1-0.25-0.50 mg/1) agar ve gelrit igeren ortamlarda bekletildiginde yaprak, 1’inci
ve 2’inci bogum arasina oranla hem gelrit hemde agar igeren ortamlarda eksplant basina
kallus olusum ytizdesi goriiliirken agar iceren ortamda gelrite oranla bitkilerin eksplant
basina siirglin ve kok olusum ytizdelerinin daha fazla oldugu ayrica uzunluk bakimidan
stirgiin ve koklerde agar iceren ortamlarda daha biiylik bitkiler elde edildigi

gozlenmistir.
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Her iki katilastirict madde {iizerinde ayni eksplanttan gelisen stirglinler ve kokler
kiyasladiginda, agar igeren ortamda gelrit iceren ortama gore daha fazla siirgiin elde
edilmistir. Agar iceren ortamda eksplant basina 8-22.66 siirgiin elde edilirken gelrit
iceren ortamlarda 1-1.66 siirgiin elde edilmistir. Agarda siirgiin say1 fazla iken gelrit
iceren ortamda daha uzun siirglin elde edilmistir. Kok gelismeler kiyasladiginda, agar
iceren ortamda %40-91.66 kok olusum gozlenirken gelritli ortamda %100 kok
gbzlenmistir. Ancak kok sayisi bakimindan yine en fazla 15.66 adet kok agarh ve 4.73
adet kok gelrit iceren ortamdan elde edilmistir. Kok uzunlugu bakimindan her iki

ortamda da gelisen koklerde benzerlik goriilmiistiir.

Bu tez kapsamdaki ¢aligmada 0.2-0.3-0.4mg/l Kinetin ve 0.001 mg/l NAA ile yapilan
ug, 1’inci ve 2’nci koltukalti meristeminde kallus olusumu az yada hi¢ gézlenmez iken
0.2 ve 0.4 mg/l kinetinin siirgiin olusturan eksplant orani, sayisina ve siirgiin
uzunlugunda olumlu etkisi bulunmustur. Benzer sekilde, Micheli et al (2006).
Cryptocoryne becketti, Cryptocoryne lutea ve Rotala rotundifolianin in vitro
cogaltimimi yapilmistir. 1 mg/I” BAP’da diger ortamlara gore bitkilerde daha fazla kok
olusumu gozlenmistir. 4 mg/l BAP iceren ortamlarda fazla sayida siirgiin olusumu
gozlenirken diistik sayida kok ve kisa kokler tespit edilmistir. Straub ef al. (1989), su
bitkisi Distichlis sipicata’da rejenerasyon ortamina oksin yerine 1 mg/l BAP ilave
edince rejenere kabiliyeti yiikselmistir. Kane et al. (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
siirglin rejenerasyonunu optimize etmislerdir. Purohit and Singhvi (1998), Achras
sapota bitkisinin 2 mg/l BAP iceren SH (Schenk and Hildebrandt’s medium) ortamda,
42 giinde eksplant basina ortalama 2.17 cm uzunlugunda 3 adet siirgiin elde edilmistir.
Guillermo et al. (1999), Nothofagus leoni espinosa ¢esidinde mikrogogaltim galismasi
yapmuslardir. Eksplantlara ilk once 0.55 uM BAP uygulanmistir. Sonraki iki alt
kiiltirde BAP icermeyen ortamlarda g¢ogaltim yapilmistir. Jenks et al (2000).
Nymphoides indica’ nin siirgiin rejenerasyonunu 2-1P. BAP ya da Kinetin (0-25 uM) ile
IAA veya NAA (0-25 uM) optimize edilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonunu (%
80) ve eksplant basina siirgiin sayisini (11.5 adet), 0.56 mM myo-inositol, 1.2 uM
thiamine-HCl, 116.8 mM siikroz, 10 uM BAP, 20 uM TAA ve % 0.8 agar igeren MS
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besin ortamindan elde etmislerdir. Lopez-Escamilla et al. (2000), Picea chihuahuana
tiirlinde zigotik embriyolar1 kullanarak adventif embriyo olusumunu gozlemislerdir.
Embriyo olusumu i¢in BAP ve NAA, Kin ve 2.4-D igeren ve igermeyen B5 besi ortami
kullanilmigtir. Kin igeren ortamlarda 14 giinde, BAP igeren ortamda ise 17 giinde

embriyo olusumu gozlenmistir.

Kane et al. (1988), Amerikan niliiferi Nelumbo Iutea’ nin embriyosunu in vitro
kosullardaki rizom gelisimine BAP ve Zeatinin etkisi olmamis ve 290 uM GAj; iceren

ortam en iyi sonuglart almistir.

Jenks et al. (1990), Su zambak bitkisinde in vitro kosullarda MS+0.56 mM myo-
inositol, 1.2 uM thiamin-HCL ve 3 uM TDZ ve 3 uM TAA ve 87.6 mM siikroz, 150x25
mm  kiiltiir tipleri kullanmilmis, 25+2°C’de 16 saat fotoperyot uygulanmis ve
polypropilen membran raftlar kullanilmistir. En iyi sonug¢ 3’iincii ortamdan ve bitki

basina ortalama 8 adet yaprak elde edilmistir.

Adaptasyon asamasinda;

Bu tez ¢alismas kapsamindaki calisma sonuclar1 Oztiirk (2008)’e uyum saglamaktadir.
Kirk (1987)’e gore kara bitkileri gibi su bitkileride fotosentez i¢in CO, kullanmaktadir.
Kara bitkiler havanin direkt CO,’sini alip fotosentez yaparken su bitkileri suda
bulunanan erimis haldeki CO, kullanarak fotosentez olaymi gerceklestirmektedirler.
CO, suyun pHs1 ve sicakliktan etkilenerek her ikisinin etkisiyle sudaki karbonat ve
bikarbonatlardan CO, birakilarak olusur. Suda bulunan yapraklar su iizerinde bulunan
yapraklara oranla daha ince ve kiiglik sekilerde olmaktadir. Su bitkilerinde bulunan
kloroplastlar genel olarak epidermisin ylizey tabakalarda bulunmaktadir. 6rnegin
epidermis, sualt1 bitkileri daha az giines ve 1s1k almalar1 nedeniyle kara bitkilerine
oranla yapraklart ve bitki gévdeleri bitki hiicrelerinde daha genis olusumlar meydana
gelip yapraklarin ince olmasina ve yapraklar arasindaki govdelerin araliklarini

ac¢ilmasina neden olmaktadir.
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Gen aktarimda;

Su bitkilerde gen aktarim caligmala ilgili ¢ok az sayida g¢alismalar bulunmaktadir.
Transgenik aday bitkilerden tez caligsmasi kapsaminda yapilan yontemlerle elde edilen
sonuglar farkli arastirmacilar tarafindan yayimlanan ¢aligmalara uyum saglamaktadir.
Benzer sekilde Gasdaska ef al. (2003) Lemna bitkisinde interferon alfa 2b (IFN), insan
bliyiime hormonu (hGH), Fab ve Mab proteinleri aktarilmistir. Bu dort rekombinant
proteinler Lemna bitkisine aktarilarak terapotik protein Lemna bitkisinde iiretilmistir.
Bu calismayla seker hastalarinin dogal yollarla tedavisi amaglanmigtir. Sakulkoo et al.
(2005)’e gore giliney bati Asyada yaygin olan bir su bitkisi olan su 1spanagi (I[pomoea
aquatica) ile yapilan bu caligmada Tayland Mac Mohan Maden ocaginin drenaj
suyunda yiliksek oranda bulunan siilfatin (800-2000mg/l) etkisini Onlemek icin
Arabidopsis APS (APR1) reductaz geni I. aquatica genine aktarilmistirdir. Elde edilen
bitkilerde gen aktarimi yapilip yapilmadigini anlamak amaciyla Xhal ve Xhol enzimleri
ile kesilmis DNA parcalariyla APRI gen aktarilmasi tespit edilmistir. Transgenik
bitkilerde siilfat ve kadmiyuma kars1 dayaniklilik ve yiiksek oranda siilfat birikmesi
goriilmiistiir. Hasatta edilen bitkilerden ¢esitli amaglarda kullanilmak iizere siilfat elde
edilebilecegi belirtilmistir. Lin et al. (2001), bu ¢alismada ticari olarak 6nemli kirmizi
alg Porphyra nin arktasporlara elektroprocess ile gen aktarim yapilmistir ve 6rnekler
24 saat, bir hafta, iki hafta, ve sekiz hafta muamele edilmis Orneklerdin PCR analizi

sonucu tiim Orneklerde plazmid DNA nin varlig1 tespit edilmistir.

Sonug olarak; ¢alisma sonucunda belirlenen hedeflerin R. macrandra bitkisinde elde

edildigi diistiniilmektedir.

1. Su bitki sterilizasyonunda zorlularla karsilasilmis ve yesil materyalin sterilizasyonu

icim ¢amagir suyu ile PPM’in olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir.

2. Adventif siirgiin rejeneresyonu bakimindan, 1’inci bogum arasi eksplanttan en fazla

stirglin elde edilmistir.

3. Yan siirgiin sayisi bakimindan en fazla siirgiin u¢ meristem eksplantindan elde

edilmistir.
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4. Elde edilen bitkilerde %100 adaptasyon saglanmistir (Sekil 5.1).

5. Akvaryum bitkileri yasa dis1 yollarla Ulkemize getirilmektedir ve yil boyunca bu
bitkiler farkli yollarla getirilmelerinden dolayr piyasada diizenli olarak
bulunamamaktadir. Bu sayede elde edilen bitkilerin akvaryum ortamina %100 oran da
adapte olmalar ve istenildigi zaman laboratuvar kosullarinda alt kiiltiire alinarak yillar
boyu steril halde bekletilmeleri nedeniyle iilkemizde bulunan akvaryum bitkileri i¢in bir
doku kiiltlirii labrotuvar1 kurulmasi ve bu sekilde doku kiiltlirii saglanmis bitkilerin

muhafazasinin saglanacagi degerlendirilmesi ¢cok 6nemlidir.

6. Calisma sonucunda elde edilen veriler ve optimize edilmis protokollerle y1l boyunca

piyasaya bitki saglamak miimkiindiir.

7. Bu ¢alismada kullnilan teknikler ile iiretilen yabanci bitkilerin piyasaya verilmesi
diger ilkelerden gelen pek cok hastaligin iilkemiz florasina yayilimin1 Onleyecegi

distiniilmektedir.
8. Bu calismada basarilan transgenik aday bitkilerin elde edilmesi. su bitkilerde baska

Oonemli proteinler iceren genlerin aktarilmasina olanak saglayacak ve bir tiirlii faydal

proteinlerin kolayca iiretilmesine yol acacaktir.
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Sekil 5.1 Akvaryum ortaminda adapte edilmis R. macranda bitkilerinin goriintiisii
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