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Globularia cinsi Tiirkiye’de 10 takson ile temsil edilmektedir. Globularia trichosantha ssp.
trichosantha hemoroit tedavisinde kullanilan tibbi bir bitkidir. Ayrica kan glukoz seviyesini
diigiirdiigli, histamin salgilanmasini azalttii, idrar arttirici, midevi ve kuvvet verici,
basagrisini engelleyen ve terletici ajan olarak kullanildigi goriilmektedir. Bu ¢alismada, bitki
doku kiltiri metoduyla G. trichosantha ssp. trichosantha bitkisinin tohumlari
cimlendirildikten sonra, aseptik fidelerinden alinan eksplantlar ile kallus dretimi
gerceklestirildi. Uretilen kalluslarin elektron mikroskobu preperasyonu yapilarak kallus
hiicrelerinin ince yapisi incelendi. G. trichosantha ssp. trichosantha tohumlar steril edilerek
bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen Murashige ve Skoog (MS) ortaminda ¢imlendirildi. 30
glinliik aseptik fidelerden hipokotil, kotiledon, ilk yaprak, epikotil, apikal meristem ve kok
cksplantlar1 alindi. Eksplantlar kallus iretimi i¢in farkli konsantrasyonlarda 6-
benzilaminopiirin, indol asetik asit ve 2,4 dikloro fenoksi asetik asit iceren MS ortamma
aktarildi. En iyi kallus iiretimi IAA+BAP igeren MS ortaminda goriiliirken en iyi kallus tireten

kok eksplantlar: oldu. Iki Tip kallus gelisimi belirlendi. Uretilen sar1 renkli kalluslar (Tip 1),



OZET (devam ediyor)

renk ve goriinim bakimindan siyahlasma goriilen gelisim 6zelliklerini kaybetmeyen siyah
kalluslar (Tip 2) gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) incelendi. Tip 1 kalluslarda
hiicreler dairesel ve biiyliktiir. Kallus hiicrelerinde genellikle bir tane niikleus ve niikleolus
vardir. Ayni zamanda hiicrelerde ¢ok biiyiik bir vakuol, graniillii endoplazmik retikulum,
golgi aygiti, mitokondri, ribozomlar, plastidler gibi organeller vardwr. Tip 2 kalluslarda
dairesel hiicreler ve sekil bozuklugu gosteren hiicreler belirlendi. Tip 1 kalluslardan farkli

olarak daha kii¢iik vakuol ve daha ¢ok sayida mitokondri gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Globularia trichosantha ssp. trichosantha, bitki doku kiiltiirii, kallus

iretimi, ince yap1.

Bilim Kodu: 401.03.00
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Globularia genus is represented with 10 taxon in vegetation of Turkey. Globularia
trichosantha ssp. trichosantha is a medical plant used in treatment hemorrhoid. It also
decreases blood glucose level, reduces secretion of histamine, increases urine, has stomachic
and supporting properties, prevents headache and is used as diaphoretic agent. In this study,
callus production was realized with explants of aseptic seedlings that after G. trichosantha
ssp. trichosantha seeds germinating, callus production by plant tissue culture method.
Ultrastructure of produced calli was examined in ultra thin sections with electron microscope
preperation. Seeds of G. trichosantha ssp. trichosantha were sterilized and germinated in
plant growth regulators free Murashige and Skoog (MS) medium. Hypocotyls, epicotyls,
cotyledon, young primer leafs, apical meristem and roots were taken from 30 day aseptic
seedlings. These explants were transferred to MS medium for callus production which include
different concentration of 6-benzilamynopurine, indole acetic acid and 2,4
dichlorophenoxyacetic acid. The best callus production was recorded at the MS medium

containing IAA+BAP and the best callus production in root explants. Two types of calli
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were determined. Yellow calli (Type 1) and black calli (Type 2) with darkened in color and
appearance that have not lose their development properties were examined in transmission
electron microscope (TEM). The cells of Type 1 calli were spherical and large. The cells
contained usually one nucleus and nucleolus. Also the cells contained a very large vacuole,
endoplasmic reticulum, golgi complex, mitochondria, ribosomes, plastids. Deformed cells and
spherical cells are determined in Type 2 calli. The cells were observed to smaller vacoules
and higher number of mitochondria different from Type 1 calli.

Keywords: Globularia trichosantha ssp. trichosantha, plant tissue culture, callus production,

utrastructure.

Science Cod: 401.03.00
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BOLUM 1

GIRIS

Bitki doku kiiltiirii teknikleri son 30 yilda bitki sekonder metabolitlerinin {iretimi i¢in en
onemli araclardan biri haline gelmistir. Tibbi bitki tariminda karsilasilan zorluklar,
toplayicilik ile tibbi bitkilerin {iretiminin stabil olmamasi alternatif yollardan biri olan bitki

doku kiiltiirii ile iretimin 6nemini arttirmstir.

Bitkisel kokenli dogal iirlinlerin elde edilmesinde zaman ve emek kaybinin onlenmesi,
maliyetin diisiiriilmesi ve doga tahribatinin 6nlenmesi bakimindan, bitki doku kiiltiirleri
yontemleri ile liretim onemli bir gelisme saglamistir. Ayrica bitki doku kiiltiirii yontemleri;
son zamanlarda ekim alanlarinin azalmasi, iklimsel degisiklikler ve bazi tiirlerin yok olma
tehlikesiyle karsi karsiya kalmasi gibi olumsuz durumlara alternatif bir ¢6ziim sunmustur.
Bitki doku kiiltiirii yontemleri sayesinde bitkiler cogaltilabilmis, transgenik bitki iretimi
saglanabilmig, ilag hammaddesi olarak kullanilan sekonder metabolitlerin iiretimi

arttirilabilmistir.

Globularia trichosantha ssp. trichosantha bir siis bitkisi olup ayni zamanda tibbi ve
ekonomik degere sahiptir. Giizel goriiniimleri nedeniyle parklarda veya bahgelerde siis bitkisi
olarak yetistirilmektedir. Laksatif (mushil), idrar arttirici, midevi ve kuvvet verici, kolagog
(safra soktiiriicil), agr1 giderici gibi tibbi yararlar1 vardir. Hem siis bitkisi oldugu i¢in hem
tibbi yarar1 oldugundan ekonomide de 6nemli bir yere sahiptir. Farmakolojik ve ekonomik
anlamda degerli oldugundan bitki doku kiiltiirii yontemleri ile bu bitkinin {retiminin
arttirilmasi saglanmali, bulundurdugu sekonder metabolitler arastirilmali, bu maddeler izole

edilip bilim diinyasma kazandirilmalidir.

Bu konuda yapilan literatiir taramalarina gore diinyada ve Tiirkiye’de G. trichosantha ssp.
trichosantha bitkisinde gerek doku kiiltiirii gerekse ince yapi analizi ile ilgili herhangi bir

calismaya rastlanmamaistir.



Yapilan bu ¢alismada G. trichosantha ssp. trichosantha bitkisinde ilk kez bitkinin kiiltiir
ortamma alinmasiyla farkli bitki biiylime diizenleyicileri denenerek MS ortamlarinda
(IAA+BAP ve 2,4-D+BAP) Kkallus iretmek, iiretilen kalluslarin gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile ince yapilarini incelemek ve her iki kallus yapisi (sar1 ve siyah kallus)

arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaglandi.



BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

2.1 GLOBULARIA TRICHOSANTHA SSP. TRICHOSANTHA HAKKINDA GENEL
BIiLGILER

2.1.1 Globularia Cinsinin Ozellikleri

Globularia L. (Globulariaceae) diinyada 22 tiir ile temsil edilmektedir. Cinsin tiyeleri Avrupa
kitasindan (15 tiir) sonra en fazla Tiirkiyede (10 tiir) bulunmaktadrr. “Kiiregigegi” olarak
adlandirilan bu cinsin bazi tiirleri siis bitkisi olarak degerlendirilmektedir. Cinsin iiyeleri basta
Akdeniz Fitocografik Bolgesi olmak iizere Iran Turan ve Avrupa Sibirya fitocografik
bolgesinde de bulunmaktadir (Wagenitz 2004). Tiirkiye Florasinin ilk 9 cildinde Globularia
cinsine ait 9 tiir ve tiiralt1 takson verilmistir. Daha sonraki yillarda iki yeni takson ilavesi ile
takson sayist 11°e ¢ikmustir (Davis et al. 1988). Bu taksonlardan 5 tanesi Tiirkiye i¢in
endemiktir ve endemizm orani yaklasik % 50° dir (Duman 2001). Globularia tiirlerinin gerek
tibbi ve gerekse ekonomik dnemi nedeni ile kullanilmalar1 yaninda giizel goriiniimleri nedeni

ile park ve bahgelerde siis bitkisi olarak da yetistirilmektedir.

2.1.2 Globularia Cinsinin Taksonomideki Yeri

Cizelge 2.1 G. trichosantha ssp. trichosantha 'nin taksonomideki yeri.

Alem Plantae
Sube Spermatophyta
Simif Dicotyledones PESI websevices
Takim Lamiales (simplified taxonomy)
Aile Globulariaceae
. . (2012)
Cins Globularia
Tir G. trichosantha
Alttiir G.trichosantha Fisch & Mey. ssp. trichosantha




Globularia cinsi Tiirkiye’ de tiir ve alt diizeyde 10 takson ile temsil edilir:

* Globularia alypum

* Globularia dumulosa

* Globularia orientalis

* Globularia hedgei

* Globularia sintenisii

* Globularia davisiana

* Globularia cordifolia

* Globularia aphyllanthes

* Globularia trichosantha

» Globularia trichosantha spp. trichosantha

» Globularia trichosantha spp. longisepala

2.1.3 Globularia trichosantha ssp. trichosantha’nmin Morfolojisi

G. trichosantha ssp. trichosantha uzun toprak {istii stolonlar tasiyan, dallanmis odunsu
govdeli ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 2.1). Govde yiikselici 5-15 ¢cm uzunlugundadir. Meyvede
35 cm’e kadardir. Taban yaprak rozet seklinde 25 x 8 mm’e kadar, obovattan eliptige
obsustan emarginata kadar attenuat; gévde yaprak 12 x 3 mm lineardan dar eliptige kadar
sapsizdir. Kapitulum terminal 10-20 mm ¢apinda involukrumdaki brakteler lanseolattr.
Kaliks yaklasik 0. 7’sine kadar boliinmiis, loblar lenseolat, akuminat, diktir. Korollanin alt
dudagi yaklasik 0. 7’sine kadar 3 linear pargaya boliinmiis, iist dudak yaklasik tiipiin bogazina
kadar 2 linear pargaya bolinmiistiir. Cigeklenme 3-7. aylar arasindadir. Bu bitki Anadolu’da

yaygin olarak goriliir (Kirmizibekmez 2002).



Sekil 2.1 G. trichosantha ssp. trichosantha morfolojisi.

2.2 GLOBULARIA TURLERININ TIBBi OZELLIKLERI

G. alypum’un yaprak ekstraktlarmm normal ve diyabetik ratlarda hipoglisemik etkisi
arastirtlmistir. Yaprak ekstraklar1 normal ratlarda kan glukoz seviyelerini degistirmezken,
diyabetik ratlarda kan glukoz seviyelerini diistirmistiir (Skim et al. 1999a). G. alypum 'un sulu
ekstraktlarinin normal ve streptozotosin (STZ) igerikli diyabetik ratlarda hipoglisemik etkisi
arastirilmigtir. Normal ratlarda kan glukoz seviyeleri degismezken, STZ’li ratlarda kan glukoz
seviyelerinin diistigii gortilmistir (Skim et al. 1999b, Jouad et al. 2002). G.alypum L.’in

yaprak ve govdesinden elde edilen ekstraktlar serotonin ve histamin salgilanmasmi azaltir


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874102001186

(Bello et al. 2002). G. alypumun yapraklar1 geleneksel olarak hipoglisemik ajan, laksatif
(mushil), idrar arttirici, midevi ve kuvvet verici, kolagog (safra soktiiriicii), agr1 giderici,
terletici olarak kullanilir (Kirmizibekmez 1999, Boutiti et al. 2008, Tundis et al. 2012). Ratlar
iizerinde denenen toksikolojik bir calismada G. alypum’un toprak isti parcalarinin
ekstraktlarmin toksik bir etkisi oldugu goriilmemistir (Skim et al. 1998). Fakat G. alypum ile
ilgili bagka calismalarda yaprak ve g¢icek ekstraktlarinin antioksidan ve antigenotoksik
aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu gorilmiistiir (Khlifi et al. 2005, Harzallah et al. 2010,
Chograni et al. 2012). G. alypum’un sulu ekstraktlarinin hipertrigliseridemiyi azalttig1 ayni
zamanda yliksek fruktoz diyeti ile beslenen ratlarda kalp, bobrek ve kasin oksidatif durumunu

iyilestirdigi goriilmiistiir (Taleb-Dida et al. 2011). Bu yoniiyle tibbi 6nemi olan bir bitkidir.

G. orientalis’de yapilan bir calismada toprak {istii ve toprak alt1 ekstraktlarmin antioksidan
etkisi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodu ile yapilmis, onemli antioksidan etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir (Calis vd. 2002).

G. trichosantha ssp. trichosantha hemoroit tedavisinde kullanilmaktadir ve ayni1 zamanda

antitimor ve antimikrobiyal 6zelligi vardir (Tundis et al. 2012).

2.3 GLOBULARIA TURLERI UZERINDE YAPILAN CALISMALAR

2.3.1 Fitokimyasal Cahsmalar

Fitokimyasallar, bitkilerde dogal olarak bulunan biyolojik olarak aktif kimyasal bilesiklerdir.
Yapilan ¢alismalarda Globularia tiirlerinde iridoit (Sekil 2.2), flavonoit, lignan, antosiyanidin,
seker esteri ve fenolik asit yapisinda bilesikler tasidigi gosterilmistir.

Kirmizibekmez vd. (2004) G. cordifolia nin toprak alt1 kisimlarindan elde ettigi metanolik
ekstraktlardan yeni bir neolignan diglikozit bulmus olmakla birlikte 2 flavon glikozit ve 5

feniletanoit glikozit (Sekil 2.3) bulmuslardir.

Tundis et al. (2012) G. meridionalis’in toprak istii ve toprak alt1 parcalarindan iridoit ve

bisiridoit glikozitleri analizini yapmuslardir.



Kirmizibekmez vd. (2004) G. sintenisii bitkisinin toprak alti kisimlarindan feniletanoit

glikozitler ve iridoit glikozitler elde etmislerdir.

Kirmizibekmez (1999) G. trichosantha ssp. trichosantha nin toprak iistii kisimlarindan 10
iridoit glikozit ve 5 feniletanoit glikozit elde etmistir. Kirmizibekmez (1999) yaptigi
calisgmada 10-benzoilkatalpol, asperulozit, alpinozit, deasetilasperulozit, okubin, katalpol,
asperulozidik asit, genipozidik asit, skandozit deasetilalpinozit olarak bilinen iridoit
heterozitleri ve krenatozit, verbaskozit, rossikazit A, trikosantozit A ve trikosantozit B olarak

bilinen feniletanoit glikozitleri elde etmistir.

Ry R4
N
0
Rs x OH
H OH
OH

0 OR;
HO N 0 0
0 0. OH
HO OH
HO OH

Sekil 2.3 Feniletanoitlerin genel iskeleti.

2.3.2 Analitik Cahsmalar

Iridoit glikozitlerin miktar tayinini yapmak icin; vakum sivi kromatografisi, agik kolon

kromatografisi, orta basingli sivi kromatografisi, yiiksek basmgli sivi kromatografisi (HPLC),



ESl-kiitle (Elektrosprey Iyonlastrma) ve FAB-kiitle (Hizlhi Atom Bonbardimani)

spektroskopisi gibi ¢esitli cihazlar kullanilabilir.

Iridoit glikozitlerin molekiiler yapisini tayin etmede, 1H-NMR (Hidrojen-1 Niikleer Magnetik
Rezonans),  13C-NMR  (Karbon-13  Niikleer = Magnetik ~ Rezonans), = DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer:  Polarizasyon  Transferi ile
Bozunumsuz Arttirma), 2D-NMR (Iki Boyutlu Niikleer Magnetik Rezonans) gibi cihazlar
kullanilabilir (Taidemir et al. 1999, Calis vd. 1999, Calis vd. 2000). Molekiiler yap1 tayin

edildikten sonra iridoit glikozitlerin molekiiler agirliklar: da hesaplanabilir.

Kirmizibekmez vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada G. cordifolia nin toprakiistii parcalarinin
metanolik ekstraktlarindan 1D ve 2D NMR, IR, UV ve MS cihazlarmi kullanarak
fitokimyasal analiz yapmiglardir. Neolignan glikozit olan dehidrodikoniferil alkol 9-O-4-D-
glukopranosil 2—2-4-D-glukopranozit ve dehidrodikoniferil alkol 9-O-$-D-glukopranozit,
flavon glikozit olan krisoeriol 7-O-f-D-allopranosil-(1—2)-/-D-glukopranozit, stachyspinozit
ve feniletanoit glikozitler olan verbaskozit, izoverbaskozit, lokosseptozit A, martinozit,

rossikazit A bilesiklerini elde etmislerdir.

Boutiti et al. (2008) yaptiklar1 ¢alismada G. eriocephala ve G. alypum’un toprakiistii
parcgalarinin etanol, petroleum eter, triklorometan, etil asetat ve n- biitanol ekstraktlarindan
TLC (ince Tabaka Kromatografisi), UV ve 'H NMR cihazlarmi kullanarak fitokimyasal
analiz yapmuslardir. Apigenin ve luteolin bilesiklerini hem TLC ve hem de NMR ile

gbzlemlemislerdir.

Calis vd. (1999, 2000) G. trichosantha ssp. trichosantha’da toprak alti ve toprak fistii
kisimlarinin ekstraksiyonuyla sivi kromatografisi, acik kolon kromatografisi, orta basingl s1vi
kromatografisi, UV, IR, 1H-NMR, 13C-NMR, DEPT, 2D-NMR, ESl-kiitle ve FAB-kiitle
spektroskopisi yontemleri kullanilarak yapilan analiz sonucu iridoit glikozitler ve

feniletanoitlerin varligini ortaya koymuslardir.



2.3.3 Biyolojik Aktivite ve Toksisite Calismalar

Skim et al. (1999) G. alypum’un sulu ekstraktlarinin ratlar {izerindeki hipoglisemik
aktivitesini incelemislerdir. Sulu ekstraktlarin normal ratlardaki plazma insiilin seviyesini

arttirdigini gézlemlemislerdir.

Bello et al. (2002) G. alypum’un yaprak, ¢icek ve govdesinden elde etikleri metanolik
eksraktlarin guinea domuzu ileumu, rat uterusu, rat duedonum ve rat vas deferensi iizerindeki
farmakolojik aktivitesini arastirmislardir. Ekstraktlarin bu dokularda noradrenalin, seratonin

ve histamin salgisini uyardig1 gézlemlenmistir.

Dida et al. (2011) G. alypum’un sulu ekstraktlar1 yiiksek fruktoz diyeti ile beslenen ratlardaki

oksidatif stresi ve metabolik bozukluklar1 azalttigin1 gézlemlemislerdir.

G. trichosantha ssp. trichosantha’da yapilmis olan biyolojik aktivite ve toksisite ¢alismalari

bulunmamaktadir.

2.3.4 Doku Kiiltiirii Calismalar

2.3.4.1 Kallus Kiiltiirii

Kallus, yapay Kkiiltiir ortamlarina koyulan bitki hiicresi veya dokularindan meydana gelen

farklilasmamis hiicreler yigimidir (Babaoglu 2001).

Bertsouklis ve arkadaslar1 G. alypum L. tiirii i¢in tohum ¢imlendirme ortamini 20 gr/lt siikroz,
8 gr/lt agar ilave ederek hazirlamis olup rejenerasyon ortamini ise NAA ve BAP’1n ¢esitli
konsantrasyonlarim1 deneyerek hazirlamiglardir. 8 gr/lt agar olan ortamlarda kok olusumu
saglantyorken siirgiinlerde hiperhidritasyon problemi ile karsilagmiglardir. Fakat agar oranmi
arttirarak hiperhidritasyonu elemine etmislerdir. Agar orani arttirilmadan Once siirgiin sayist
fazla, govde uzunlugu normalken agar orani arttirildiktan sonra siirgiin sayist diismiis, govde

uzunlugu azalmigtir.

G. trichosantha ssp. trichosantha tiiriinde yapilan doku kiiltiirii ¢aligmasi olmadigi gibi cins

icinde de bitki doku kiiltiirii caligmalar1 pek fazla bulunmamaktadir.



2.3.5 Gecirimli Elektron Mikroskopu (TEM) Calismalar:

G. trichosantha ssp. trichosantha tiiriinde yapilan TEM ¢aligmasi olmadig: gibi cins i¢inde de

TEM ¢aligmalar1 bulunmamaktadir. Bu ¢aligma bu tiir ile yapilan ilk TEM ¢alismas1 olacaktir.

Farkl tiirlere ait kallusda yapilan ince yap1 ¢aligmalari:

Gnanapragasam and Vasil (1992) Panicum maximum bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiiri ile
elektron mikroskopu preperasyonu yapmuslardir. Hiicreleri %4’ liik gluteraldehitte (GA) tespit
ettikten sonra 0.1M sodyum kakodilat tamponunda yikamiglar ve sonra %2’lik osmiyum
tetraoksit (OsO,) ile fikse etmislerdir. Daha sonra 6rnekleri Spurr’s reginesine gommiislerdir.
Ornekleri kursun sitrat ile 15 dk boyamislardir. Arastirma sonucu olarak niikleus ve biiyiik
vakuoller gérmiislerdir. Plazma membran piiriizsiizdiir. Mannitoldeki hiicreler daha kii¢iik ve
yogun sitoplazmalidir. Hiicrelerde siskin organeller ve sitoplazmada diiz ER ve membranl

yapilar gdzlenmistir. -10°C’ye indik¢e mitokondri hacmi ve ER artmustr.

Jasik and arkadaslar1 (1995) Pinus nigra bitkisinden embriyonik kalluslar elde etmislerdir.
Kalluslar1 %3’liik GA’da tespit ettikten sonra 0.2M fosfat tamponunda yikamiglar ve sonra
%1°lik osmiyum tetraoksit (OsOg4) ile fikse etmislerdir. Ornekleri Durcupan ACM’ye
gommiisler ve kursun sitrat ile boyamislardir. Embriyonik kalluslarin anatomisini ve ince
yapisini incelemislerdir. Embriyogenezin tiim asamalarinda embriyolar bipolar organize
olmuslardir. Yogun sitoplazmali bir izodiametrik hiicre iceren hiicre pargalar1 ve
vakuollenmis hiicrelerin en basit bipolar sistem oldugunu gormiislerdir. Vakuollenmis
hiicreler senesense ugramistir. Sitoplazmaca yogun hiicreler ve tiirevleri transversal olarak

boliinmiistiir. Erken embriyonal hiicre kiitlesi uzunluguna b linmiistiir.

Wang et al. (1998) Allium sativum bitkisinin yapraklarmm kallus olusumu sirasinda
kallusdaki niiklear yapimnin degisimini incelemislerdir. Ornekleri %1°lik GA’da tespit etmisler,
0.2M ve pH 7.2 olan fosfat tamponunda yikamuslar, %1°lik OsOy ile 2 saat bekletmislerdir.
Daha sonra ornekleri epona gommiislerdir. Kalluslarin gelisimi sirasinda birka¢ farkli hiicre
tipi goriilmiistiir: biiyiik vakuollii hiicreler, aktif faz hiicreleri, boliinen hiicreler ve kallus
hiicreleri. Biiyiik vakuollii hiicrelerde niikleus kiiciiktiir ve niikleus vakuol ve hiicre duvari
arasinda goriilmiistiir. Aktif faz hiicrelerinde niikleus hiicre duvarindan sitoplazmaya hareket

ediyor olarak goriilmiistiir. Boliinme sirasinda niikleus hiicre duvarinin hemen yanina
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yerlesmis olarak veya hiicrenin merkezinde goriilmistiir. Kallus hiicrelerinde niikleus ¢ok
biiyiiktiir, birgok niikleuslar yuvarlanmig fakat bazi niikleilerde zarf olusumu

gbzlemlenmemistir.

Ribeiro et al. (2012) muz bitkisinin kalluslarindan preperasyon yapmislardir. Bu kalluslarin
morfolojik ve ince yapisini incelemislerdir. Kalluslar1 Karnovsky (%2.5 glutaraldehit ve
%?2.5 paraformaldehit) ¢ozeltisi ve %1’lik osmiyum tetraoksit ¢ozeltisinde tespit etmisler ve
TEM ve SEM’de ince yapisini incelemislerdir. Sulu kallus, kiigiik kiimeli sar1 kallus ve biiyiik
kiimeli sar1 kallus olmak {izere ii¢ tip kallusun ince yapilari iizerindeki farklara bakmislardir.
SEM’de sulu kallus hiicrelerinin uzamis diger kalluslarin ise daha izodiametrik goriintimlii
oldugunu gormiislerdir. TEM’de sulu kalluslarin hiicre duvarmin daha ince oldugu, ¢ok
sayida kiiciik vakuol bulundurdugu ve dagmik sitoplazmali oldugu, kiiciik kiimeli sari
kalluslarda yogun sitoplazma ve ¢ok sayida mitokondri oldugu, biiyiik kiimeli sar1 kalluslarda

ise kalm bir hiicre duvar1 ve hiicrelerarasi bosluk oldugunu gérmiislerdir.
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BOLUM 3

KURAMSAL BIiLGILER

3.1 BiTKi DOKU KULTURU

Giinlimiizde bitki doku kiiltiiriiniin tanimi: aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda (in
vitro), biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku
(cesitli bitki kisimlari= eksplant) veya organ (apikal meristem, kok wvb.) gibi bitki
kisimlarimdan yeni doku, bitki veya bitkisel iriinlerin (sekonder metabolitler gibi)
tretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut c¢esitlerde genetik ¢esitliligi olusturmak
dolayisiyla, genetiksel iyilestirme ¢aligmalarinda bitki doku kiiltiirii 6nemli bir role sahiptir.
Ayni zamanda, doku Kkiiltiiri uygulamalariyla hizli ¢ogaltim, gen kaynagi muhafazasi,
somaklonal varyasyon, dihaploid bitki iiretimi, somatik hibridizasyon, genetik miihendisligi
calismalar1 yapilabilir. Kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve c¢ogaltilmasi zor olan

tiirlerin tiretiminde ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri uygulanmaktadir (Babaoglu 2001).

Bitki doku kiiltiirlerinin bitki 1slahindaki uygulama alanlart,
a) Tirler aras1 melezlemeden sonra embriyo kiiltiirii
b) Haploit bitki tiretiminde anter kiiltiirii
c) Somaklonal varyasyon
d) In vitro seleksiyon
e) In vitro déllenme
f) In vitro germplazm muhafazasi
g) Somatik hiicre melezlemesi (Protoplast flizyonu)

h) Gen transferi
Bitki doku kiiltiirlerinin ticari ve 1slah dig1 uygulama alanlart,

a) Hastaliksiz bitki elde edilmesinde meristem kiiltiirii

b) Mikrogogaltim
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c) Sentetik tohum tiretimi (somatik embriyolar)

d) Sekonder metabolit liretimi (kallus- hiicre slispansiyonlar1)

Bitki doku kiiltiiriinde ¢ok fazla kiiltiir ¢esitleri bulunmaktadir. Bunlar: kallus kiiltiirii, hiicre

slispansiyon kiiltiirti, govde kiiltiirti, sagak kok kiilttiriidiir.

a) Kallus Kiiltiirii

Kallus, yapay kiiltlir ortamlarina koyulan bitki hiicresi veya dokularindan meydana gelen
farklilasmamis hiicreler yigmidir. Kallus dokusu genellikle yaralanmis veya kesilmis doku
yiizeylerinde olusur (Babaoglu 2001). Her bitki dokusu kallus olusturabilir, fakat her kallus
kiiltlirii ortami her bitki i¢in uygun olmayabilir. En uygun kiiltiir ortamimi secebilmek ve ¢ok
miktarda kallus tiretebilmek icin kiiltiir ortamina koyulan bitki biiylime diizenleyicileri, uygun
eksplant kaynagi (yaprak, govde, kok vs.), 1s1- sicaklik, karanlik- aydinlik periyotlar, siikroz
konsantrasyonu, makro ve mikro elementler 6nemli yer tutar. Kallus kiiltiirleri diger sekonder

metabolitlerde oldugu gibi iridoit glikozitlerin tiretiminde de 6nemli bir yer tutar.

b) Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Siispansiyon kiiltir ortaminin kallus kiiltiir ortamindan farki: kallus kiiltiir ortamina
katilastirict ajan eklenebilirken siispansiyon kiiltiir ortamima eklenememesidir. Dolayisiyla,
slispansiyon kiiltliir ortami sivi bir ortamdir. Siispansiyon kiiltlirlerinden iyi bir sonug
alabilmek i¢in kallus kiiltiirlerinden yararlanilir. Bu durum teknik agidan daha avantajhidir.
Cilnki in vitro ortama uyum saglamis kallus kiiltiiriinden alinan pargalar, ana bitkiden alinan

parcalara gore sivi ortama daha ¢abuk adapte olabilmektedir.

Elde edilen kalluslar cam erlenler icindeki sivi ortama asilanir ve orbital ¢alkalamali
inkiibatorlerde gelistirilirler. Boylece kalluslar sivi olan siispansiyon ortaminda hiicrelere
ayrilir. Hiicreler tek tek ayrildiklarindan hiicreleri biiylitebilmek ve her hiicrenin biiylime
asamasmi inceleyebilmek icin silispansiyon kiiltiirleri 6zel bir avantaj saglar. Hiicre
stispansiyon kiiltiirleri 6zellikle somatik embriyogenez ve somatik embriyogenezin drnegin;
gelisim ve olgunlasma asamalarinin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar: i¢in

uygun bir ortamdir (Babaoglu 2001).
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Tiim bu avantajlar sayesinde siispansiyon kiiltiirlerinden sekonder metabolitler olan iridoit

glikozitlerin tiretimi gerceklestirilebilir.

c) Govde Kiiltiirii

Koltuk alt1 veya siirgiin ucundaki meristem dokusundan alman parcalarin uygun besin
ortaminda blyltilmeleri ile ger¢eklesmektedir. Siirglin ucu kiiltiirleri farklilagmamis
kiiltlirlere yani kallus ve hiicre slispansiyon Kkiiltiirlerine nazaran daha yiiksek diizeyde
sekonder metabolit tiretmektedir. Hatta bazen iiretilen madde miktar1 ana bitkidekinden de

yiiksek olabilmektedir (Babaoglu 2001).

d) Sacak Kok Kiiltiirii

Sacak kok kiiltiirti hizli biiylime, genetik ve biyokimyasal kararlilik gibi bir¢ok 6zellige sahip
oldugundan sekonder metabolit iiretimi konusunda diger kiiltiir sistemlerine gore daha
avantajli konuma gelmistir. Sagak kok kiiltiirleri bitki metabolizmas1 ve fizyolojisi i¢in model
sistemler olustururlar. Ozel kimyasal maddeler ve ilag iiretiminde bitki hiicre siispansiyon
kiiltiirti asamalaridan biridir. Sagak kokler ayn1 zamanda transgenik bitki rejenerasyonunda
kaynak olarak kullanilir (Shanks and Morgan 1999).

Bir bitki patojeni olan Agrobacterium rhizogenes ile kok kiiltiirlerini izole ederek sekonder
metabolitlerin tiretimi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Toprak grubu bakterisi olan bu
patojen Ri-DNA adi verilen kii¢iik DNA parcasini bitki genomuna aktararak “tiiyli” kok
fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Babaoglu 2001). Agrobacterium rhizogenes;

bir bitkinin yaprak, govde, kok organlarma enfekte olabilir.

3.1.1 Besin Ortamlarn

Kallus kiiltiirti, protoplast kiiltiirleri, hiicre siispansiyonu Ve bitki rejenerasyonu gibi hiicre ve
doku kiilttiri islemlerinde kullanilacak olan ortam 6nemli bir se¢imdir. Cesitli bilim insanlar1

tarafindan bildirilen ¢ok sayida besin ortami bulunmakla birlikte en sik kullanilan ortamlar

sunlardir:
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MS (Murashige and Skoog 1962), tiitlin i¢in gelistirilmis, yiiksek tuz icerikli bir ortamdir.
Ozellikle diisiik yogunluklarda koklendirme ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. WH
(White 1963), diisiik tuz icerigi ile domates kdklerinin kiiltiirii i¢in gelistirilmis bir ortamdir.
LS (Linsmaier and Skoog 1965), MS ortaminin organik bilesikler bakimindan farkli bir
cesididir. BS (Gamborg et al. 1968), soya kallus kiiltlirleri i¢in gelistirilmis nitrat azotu
yiiksek bir ortamdir. NN (Nitsch and Nitsch 1969), anter kiiltiirii i¢in gelistirilmis bir ortam
olup tuz igerigi MS ve WH arasindadir. SH (Schenk and Hilderbrant 1972), hem

monokotiledonlar hem de dikotiledonlar i¢in gelistirilmis bir ortamdir.

Temel besin ortamlari: sivi ortamlar i¢in makro ve mikro elementler, baz1 vitaminler ve
karbon kaynagi, yari-kat1 ortamlar i¢in ek olarak agar veya agaroz igceren ortamlardir. Temel
besin ortamina bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilarak her tiirlii bitki, bitkinin herbir

pargasi, dokusu veya hiicresi i¢in farkli besin ortamlar1 hazirlanabilir (Babaoglu 2001).

3.1.1.1 Makro Elementler

Temel besin ortami i¢in en dnemli bilesen azottur. Bazi1 besin ortamlarinda yiiksek miktarda
azot bulunurken bazi besin ortamlarinda ¢ok az ya da hi¢ bulunmaz. Diger makro elementler
ise magnezyum, fosfor, kiikiirt, sodyum ve kalsiyumdur (George 1993).

3.1.1.2 Mikro Elementler

En ¢ok kullanilan mikro elementler; demir (jelatlasmis formda verilir), manganez, ¢inko, bor,

molibden, kobalt ve iyottur (Gamborg and Philips 1995).
3.1.1.3 Vitaminler
Bitki kiiltiirleri i¢in en gerekli olan thiamin (B;), nikotinik asit (Bs), pridoksin (Bg) enzim

reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahip vitaminlerdir (George 1993). Myo-inositol, biotin,

askorbik asit, folik asit de gerekli oldugunda besin ortamina eklenebilir.
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3.1.1.4 Karbohidratlar

Kiiltiire alinan bitki hiicre ve dokular1 yeterli miktarda karbohidrat sentezi yapamazlar. Bu
nedenle enerji kaynagi olarak gesitli sekerler kullanilabilir. En ¢ok kullanilan1 sakkaroz olup

glikoz, maltoz, raffinoz ve fruktoz da kullanilabilir (George 1993).

3.1.1.5 Jel Yapic1t Maddeler

Besin ortamlarmi yari-kati hale getirmek i¢in kullanilan bilesenlerdir. Bunlar genellikle
kirmizi deniz alglerinden ¢ikarilan polisakkarit bilesenleridir. En ¢ok kullanilanlar agar,

agaroz, aljinat, silikajel, jelatin ve nisastadir (George 1993).

3.1.1.6 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Oksinler; doku kiiltiiriinde kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarinmn elde edilmesini, somatik
embriyo olusumunun uyarimini saglar. Ayni zamanda sitokininlerle birlikte kullanildiginda kallus
olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu, somatik embriyo olusumunun uyarilmasinda etkilidir (Smith

1992). Baslica oksinler; IAA, IBA, NAA ve 2,4-D’dir.

Sitokininler; hiicre boliinmesi, yeniden farklilasma, bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogaltiminda
etkilidir. Stirgiinlerde koklenmeyi, embriyogenezisi engeller (Smith 1992). Baslica sitokininler;

kinetin, BAP ve zeatindir.

Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiin  boyunun
uzamasimda, embriyo ve oviil kiiltiirlerinde kullanilmaktadir. Oksinlerin aksine kallus gelisimini,

organogenezisi, adventif kok olusumunu engeller (Smith 1992).

Absisik asit; strese maruz kalmis yapraklarda, dormant tomurcuklarda bulunur. Yaprak ve meyve

dokiimiinde, dormanside, stomalarm kapanmasmin diizenlenmesinde etkilidir (Smith 1992).

3.2 ELEKTRON MIKROSKOBU (EM)

Biyolojik materyallerin (mikroorganizma ve hiicreler gibi), ¢esitli biiyiik molekiillerin, tibbi

biyopsi orneklerinin, kristal ve metal yapilarin, g¢esitli yiizeylerin taniminda EM kullanilir.
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EM’den yayilan enerji iki ana yol ile drnekleri tanimlar: Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM). Ik TEM 1933 ve 1942 yillar1 arasinda
bulunmustur ve daha sonra gelistirilmeye devam edilmistir (Walker and Rapley 2008).

3.2.1 TEM’in Calisma Prensibi

TEM yiiksek vakumla calisir. Iyi goriintii alabilmek icin yiiksek miktarda siv1 igeren biyolojik
orneklerin dehidrasyonu tamamen yapilmalidir. Ayrica kesitlerin ¢ok ince olmasi ve bu
kesitlerin kontrast olusturabilmesi i¢in agir metaller ile boyanmas1 6nemlidir (Walker and

Rapley 2008).

TEM’de gegirimli elektronlar sayesinde 2D (2 boyutlu) goriintii elde edilir. TEM’de 151k
kaynagi silindirik kolonlarin en iistiinde bulunan elektronlar1 yayan bir filamenttir. Elektronlar
vakumlu silindirden pozitif yiikli anoda dogru giderken hizlanir, manyetik kondensor
lenslerden 6rnege gelir ve ornekten gecerken yansir. Ornekten ¢ikan daginik olan ve
dagilmamis elektronlar manyetik objektif lensler tarafindan toplanir bdylece goriintii

biiyiitiilmiis olur (Sekil 3.1) (Walker and Rapley 2008).

@ ) V = flamen _ ’
151tk kavnags (elektron kaynagy)

<= kondansor g% 6% kondansator

I akim dedektori

>\ —— Ornek

- % L

1., Projektor EE
<E[= okalce (okiiler)

V7 [

direk goriinti floresan ekran

Isik Mikroskopu TEM SEM

Sekil 3.1 Isik mikroskobu, TEM ve SEM (Wilhelm 2007).
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BOLUM 4
MATERYAL VE YONTEM

4.1 MATERYAL

Bu tez ¢alismasinda, kromozom sayisi 2n=16 olan G. trichosantha ssp. trichosantha bitkisi
kullanild: (Gagnidze et al. 2006, Davis et al. 1988). G. trichosantha ssp. trichosantha’nin
tohumlar1 Nevsehir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Yrd.Dog.Dr.Gencay
AKGUL’iin kendine ait herbaryum numunelerinden alindi. Haziran aymda kuruyan

ciceklerden tohumlar ayiklanarak ¢alisma i¢in hazirlandu.

Sekil 4.1 G. trichosantha ssp. trichosantha’nin genel goriinimii.
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4.1.1 Eksplantlar

Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamlarma 10-15 tohum ekilerek 30 giinliik ve 45
giinliik aseptik fideler elde edildi. 30 giinliik aseptik fideler; hipokotil 1 cm, kotiledon 0.7 cm,
ilk yaprak 1.3 cm, epikotil 1.3 cm, apikal meristem 3 mm ve kok eksplantlart 3 cm olmak

iizere ortalama 7.5 cm uzunlugundadir.

45 giinliikk aseptik fideler ortalama 9 c¢cm boyundadir ayni zamanda 30 giinlik aseptik
fidelerden daha sararmis goriinimdedir. 30 giinlik aseptik fideden kok (0.5 cm), hipokotil
(0.5 cm), apikal meristem (1 mm), kotiledon (ikiye ayrilmis sekilde), epikotil (0.5 cm) ve ilk
yaprak eksplantlar (ikiye ayrilmis sekilde) alindi. On ¢alismamizda ayrica 45 giinliik aseptik
fidelerden de eksplantlar alind1 fakat 30 giinliik aseptik fidelerin daha iyi sonu¢ vermesi
nedeniyle ¢alismalara 30 giinliik aseptik fideler ile devam edildi.

ilk yaprak

Epikotil
Kotiledon
Apikal meristem

Hipokotil

Kok

Sekil 4.2 30 giinliik aseptik fidenin genel goriiniimii.
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4.2 YONTEM

4.2.1 Sterilizasyon

4.2.1.1 Laboratuar Temizligi ve Sterilizasyonu

Yaptigimiz denemeler sterilizasyon iizerine kurulu oldugu i¢in laboratuar temizligi 6nemlidir.
Steril sartlar altinda ekimin yapildig1 yer laminar flow (kabin)dur. Zemin ve kabin g¢evresi
%10’luk ticari sodyum hipoklorit (NaOCI) ile temizlendi. Kabin i¢i kullanilmadan 6nce
%10’luk NaOCI ile temizlendi. %96’lik etanol ile silindi. Kabinin UV-c lambasi agilarak

kabinin i¢inin steril kalmas1 saglandu.

4.2.1.2 Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Tohum c¢imlendirmede kullanilan kavanozlar, filtre kagitlari, mezurlar, pens ve bisturiler,

ekimde kullanilan petriler, aliiminyum folyo otoklavda (121°C’de 20 dk) sterilize edildi.

4.2.1.3 Besin Ortamlarimn Sterilizasyonu

Hazirlanan biitiin tohum c¢imlendirme ve kiiltiir ortamlari, tohum ve eksplant yikamada

kullanilan distile su otoklavda (121°C’de 20 dk) sterilize edildi.

4.2.1.4 Ekim I¢in Kullamlan Tohumlarin Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonunu saglamak i¢in tohumlar %10’luk ticari NaOCI ¢6zeltisi ile 10 dakika
muamele edildi ve 3 kez distile su ile durulandiktan sonra %70’lik etil alkolde 1 dakika
bekletildi ve 3 kez distile su ile durulandiktan sonra %10’luk hidrojen peroksit (H20,) ile

muamele edildi. Son olarak 3 kez distile su ile duruland.

4.2.2 MS Ortam

Hazirlanan stok c¢ozeltilerden gerekli hacimler alimarak MS ortami hazirlandi. pH ayari
yapildiktan sonra agar eklendi. Otoklavda 121°C’de 20 dk sterilizasyonu gergeklestirildi. Stok

cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan maddeler ¢izelgelerde gosterildi.
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a) Makro elementler stogu

Cizelge 4.1 MS ortaminda kullanilan makro tuzlari.

MAKRO STOK g/lt (X10)
KNO3 19
NH;NO; 16,5
CaCl.H,0 4.4
MgSO, 3,7
KH,PO,4 1,7

Tim makro tuzlar ¢izelgedeki (Cizelge 4.1) stok miktar1 kadar tartildi. Balon jojedeki saf

suda sirasiyla karistirilarak manyetik balikla ¢oziildii. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra

koyu renkli bir sisede etiketlenerek buzdolabinda sakland.

b) Mikro elementler stogu

Cizelge 4.2 MS ortaminda kullanilan mikro tuzlari.

MIKRO STOK g/It (X10)
H3BOs 62

Kl 8,3
MnS0O4.4H20 168
Na2NaO4.2H20 2,5
ZnS04.7H20 86
CoCI2.6H20 0,25
CuS04.5H20 0,25

Tim mikro tuzlar gizelgedeki (Cizelge 4.2) miktar kadar tartildi. Yarisina kadar saf su dolu

bir litrelik balon jojede sirayla karistirilarak ¢6ziildii. 25 mg kobalt kloriir (CoCI2.6H20) ve
25 mg bakirsiilfat (CuSO4.5H20) 100 ml saf suda ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden alman 10 ml

¢ozeltide onceki karigima eklendi. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra koyu renkli bir

siseye aktarildi. Etiketlenerek buzdolabinda saklandh.
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c) Demir stogu

Cizelge 4.3 MS ortaminda kullanilan demir stok.

DEMIR STOK g/lt (X10)
FeS04.7H20 0,278
Na,EDTA.2H,0 0,372

Demir siilfat (FeSO4.7H20) ve sodyum EDTA (Na;EDTA.2H,0) ¢izelgedeki (Cizelge 4.3)
miktar kadar tartildi. Balon jojedeki saf suda sirasiyla karistirilarak ¢ozdirildi. Hacmi 1
litreye tamamlandiktan sonra koyu renkli bir siseye aktarildi. Etiketlenerek buzdolabinda

saklandi.

d) Vitamin stok

Cizelge 4.4 MS ortaminda kullanilan vitamin stok.

VITAMIN STOK g/lt (X10)
Tiamin-HCI 1
Piridoksin-HCI 0,4

Vitaminler ¢izelgedeki (Cizelge 4.4) miktar kadar tartilarak 1 litre saf suda ¢6zdiiriildii. Koyu
renkli bir siseye aktarildi. Etiketlenerek buzdolabinda saklandi.

e) Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stoklar

e  6-benzilaminopiirinin (BAP) stok ¢6zelti olarak hazirlanmasi (mg/ml)
6-benzilaminopiirin (BAP) 50 mg tartilip 100 ml’lik 6lgilii bir beherde 2-3 damla saf su
icinde ezildi. Coziinmesini saglamak igin 2-3 damla 1M HCI ilave edildi. C6zelti 50 ml distile

su ile tamamland1. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda sakland:.

e 2,4 dikloro fenoksi asetik asitin (2,4-D) stok ¢6zelti olarak hazirlanmasi (mg/ml)
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2,4 dikloro fenoksi asetik asit (2,4-D) 50 mg tartilip 100 ml’lik Slgiilii bir beherde 2-3 damla
saf su icinde ezildi. lyice ¢dziinmesini saglamak icin 2-3 damla 1M NaOH ilave edildi.
Cozelti 50 ml distile su ile tamamlandi. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda

saklandi.

e Indol asteik asitin (IAA) stok ¢ozelti olarak hazirlanmasi (mg/ml)

Indol asteik asit (IAA) 50 mg tartilip 100 ml 6l¢iilii bir beherde 2-3 damla saf su iginde ezildi.
Iyice ¢dziinmesini saglamak i¢in 2-3 damla 1M NaOH ilave edildi. C6zelti 50 ml distile su ile

tamamlandi. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda saklandi.

f) pH ayarlanmasi

Kiiltiir i¢in hazirlanan ortamlarin agarlar1 ilave edilmeden once pH ayarlamasi yapildi. 1M
HCIl ve 1M NaOH ¢o6zeltileri kullanilarak, ortam pH’s1 doku kiiltiirii i¢cin en uygun olan 5.9’a
ayarlandi. pH ayar1 ortam manyetik karistiric iizerinde siirekli karistirilirken 1M HCl1 ve 1M
NaOH damla damla ilave edilerek yapild:.

4.2.3 Tohum Cimlendirme Ortam ve Hazirlamis1
Tohum ¢imlendirme ortamu olarak bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS (Murashige and

Skoog 1962) ortamu kullanildi (Cizelge 4.1). Ortamlar steril sartlarda kavanozlara dokiiliip,
tohumlar kavanozlarda ¢imlendirildi (Sekil 4.3).

‘ i B
-~ -~
l i
-

.b i

Sekil 4.3 G. trichosantha spp. trichosantha’nin MS tohum ortaminda ¢imlendirilmesi. (a);
tohumun ekildigi ilk giin, (b); 3 giinliik fide, (c); 15 giinlik fide, (d); 30 gilinlik
fide.
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Tohum ¢imlendirme (bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS) ortamini hazirlamak i¢in;

e 30 g sakkaroz tartildi, balon jojede ¢oziildii,

e 100 ml makro stok ¢ozeltisi,

e 10 ml mikro stok ¢ozeltisi,

e 10 ml vitamin stok ¢ozeltisi,

e 10 ml demir stok ¢ozeltisi eklendi,

e Tohum ¢imlendirmede kullanllan MS ortami igin bitki biiyiime diizenleyicileri
kullanilmamustir,

e 1000 mI’ye tamamlanan ¢6zeltinin pH ayar1 IM HCI1 ve 1M NaOH kullanilarak yapildi,

e pH 5.9’a ayarlandi ve 8 g agar eklendi,

e Otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edildi,

e Soguduktan sonra 7x5x5 cm boyutlarinda kavanozlara dokiildii.

4.2.4 Kallus Kiiltiir Ortami ve Hazirlanisi

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun hacimlerde alinip ortam hazirlandi. Kallus olusumu i¢in

farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D ve 1AA igeren MS ortami kullanild1 (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 MS ortaminda kullanilan bitki biiyliime diizenleyicileri konsantrasyonlari.

IAA+BAP (mg/It) 2,4-D+BAP (mg/It)
MS1 4 -1 MS5 0,2 - 0,02
MS2 4 - 2 MS6 0,2 - 0,1
MS3 4 - 3 Ms7 0,2 - 0,15
MS4 4 - 5 MS8 0,2 - 0,2

Bitki biiylime diizenleyicisi igeren MS kiiltiir ortamini hazirlamak i¢in;

e 30 g sakkaroz tartildi, balon joje iginde ¢oziildii,
e 100 ml makro stok ¢ozeltisi,

e 10 ml mikro stok ¢ozeltisi,

e 10 ml vitamin stok ¢ozeltisi,

e 10 ml demir stok ¢ozeltisi eklendi,
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e Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak farkli konsantrasyonlarda (Cizelge 4.5) BAP, 2,4-D ve
IAA eklendikten sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi,

e pH 5.9’a ayarlandi,

e 8 g agar eklendi, otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edildi.

e Ortamlar soguduktan sonra petrilere dokiildii.

Yetisen 30 giinliik aseptik fidelerden kdok (0.5 cm), hipokotil (0.5 cm), apikal meristem (1
mm), kotiledon (ikiye ayrilmis sekilde), epikotil (0.5 cm) ve ilk yaprak (ikiye ayrilmis
sekilde) eksplantlar1 alindi. Bu eksplantlar kallus tiretimi i¢in farkli konsantrasyonlarda ve
farkli kombinasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri iceren (Cizelge 4.5) MS ortamlarma
ekildi. Eksplantlar karanlik ortamda 25+2°C sicaklik altinda kiiltiire alind1. Uretilen kalluslar
3 haftada bir alt kiiltiire alinarak c¢ogaltildi. Her ortamin farkli eksplantlarinda iiretilen
kalluslar1 birlestirildi. Birinci ve ikinci altkiiltiir agirhiklar1 kaydedilerek kallus biiyiime
indeksi hesapland:.

Kallus biiyiime indeksi su sekilde hesaplandi (Ergetin vd. 2012):

Kallus biiytime indeksi =  Son agirlik
Bagslangic agirligi

Alt kiiltiire alirken her bir petride bulunan her 5 eksplant birlestirildi. Kallus biiyiime indeksi

birlestirilmis olan eksplantlar dikkate almarak hesaplanda.

4.2.5 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Preperasyonu

Uretilen kalluslardan preperasyon igin kotiledon eksplantlarindan olusan sar1 ve siyah

kalluslar kullanild.

4.2.5.1 Tespit Cozeltilerinin Hazirlanisi ve Tespit

Oncelikle sodyum fosfat tampon ¢dzeltisi (A ve B soliisyonlar1) hazirlandz:

a) Sodyum fosfat monobazik (A soliisyonu) hazirlama:
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Sodyum fosfat monobasik dihidrat (NaH2PO4.2H,0)’dan 36.14 g alind1. Balonjojeye dokiildii
ve saf su ile 1000 ml’ye tamamland1 (Cizelge 4.6). Balik yardimiyla manyetik karistirict ile

karistirilarak ¢6ziinmesi beklendi.

Cizelge 4.6 A soliisyonu.

NaH,PO,.2H,0 36.14 g
Saf su 1000 ml

b) Sodyum fosfat dibazik (B soliisyonu) hazirlama:
Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat (Na,HPO,4.12H,0)’dan 71.70 g alindi. Balonjojeye
dokiildii ve saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi (Cizelge 4.7). Manyetik yardimiyla

karistirilarak tamamen ¢6zlinmesi beklendi.

Cizelge 4.7 B soliisyonu.

Na,HPO,.12H,0 71.70 ¢
Saf su 1000 ml

€) A+B solusyonu hazirlama:

A soliisyonundan 280 ml ve B soliisyonundan 720 ml alinarak karistirildi (Cizelge 4.8). pH:
7.2 olmalidir. Cozeltinin pH’1 kontrol edilerek NaOH veya HCl ile pH 7.2’ye ayarlandi.

Cizelge 4.8 A+B solusyonu.

A soliisyonu 280 ml
B soliisyonu 720 ml
Toplam 1000 ml

Tampon ¢6zelti (A+B) hazirlandiktan sonra tespit ¢ozeltileri hazirlandi:

d) Gluteraldehit (GA) Hazirlanist:

%25’lik stok gluteraldehitten 12 ml alindi. Tampon ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi
(Cizelge 4.9). Boylece %3’liik GA hazirlandi.
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Cizelge 4.9 GA hazirlanis.

Gluteraldehit 12 ml
Tampon ¢ozelti 100 ml

e) Osmiyum Tetraoksit (OsO,4) Hazirlanist:

0.1 g stok OsO4 kirildi ve 10 ml tampon ¢ozeltisi eklenerek karistirildi (Cizelge 4.10).
Boylece %]1°lik OsO4 hazirlandi.

Cizelge 4.10 OsO4 hazirlanisi.

Osmiyum Tetraoksit 0.1g

Tampon ¢ozelti 10 ml

Tespit asamasinda 6rneklerin:

o %3’lik GA’da 2 saat bekletilerek ilk tespitleri (prefiksasyon) saglandi,

e GA bir plastik pipet yardimiyla ¢ekildi ve tampon ¢6zeltisi ile iki kez yikandi,

e Tampon ¢6zelti bir plastik pipet yardimiyla ¢ekildi, 2 saat OsO,’in iginde ikinci tespit
(postfiksasyon) i¢in bekletildi,

e Tespit islemi karanlikta ve +4°C’de yapildi.

e Tekrar tampon ¢o6zeltisi ile iki kez yikandi, tampon ¢ozelti i¢inde birakilarak 4°C’de
bir gece bekletildi,

e Ertesi giin tampon ¢6zelti bir plastik pipet yardimiyla ¢ekildi, 6rneklerin iistiine blok

boyama i¢in UA eklendi ve yarim saat blok boyama yapildi.

4.2.5.2 Dehidrasyon

Ornekler:

e UA’dan almarak tampon eklendikten sonra %30, 50, 70, 80, 90, 96’lik etil alkolde 30’ar
dk bekletildi,

e  %100’liik etil alkolde ise iki kere 10 dk bekletildikten sonra

e Propilen oksitte iki kere 10 dk bekletildi.
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4.2.5.3 Doyurma

Epon hazirlanist:

e Akarisim:: Epon 812°den 5 ml ve DDSA’dan 8 ml alinarak karistirildi (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 A karigimi.

Epon 812 5mi
DDSA 8 mi
Toplam 13 ml

e B Karisgimt: Epon 812°den 8 ml ve NMA’dan 7 ml alinarak karistirildi (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 B karigimu.

Epon 812 8 mi
NMA 7ml
Toplam 15 ml

Bu iki ayr1 karisimin igine katilastiric1 ajan olan DMP-30’dan bir pipet yardimiyla 16 damla
eklendi. Manyetik karistiricida karistirildi (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Epon hazirlanisi.

A karisim 13 ml
B karisimu 15 ml
DMP-30 16 damla

Doyurma asamasinda 6rneklerin:
e Propilen oksiti ¢gekmeden iizerine regine (epon) eklendi,

e 2 saat boyunca 15 dk’da bir birer damla epon dokiildi,

e Rotary’de drneklerin iyice doymasi saglandi.
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4.2.5.4 Gomme

Gomme kaliplarinin kuyucuklar1 etiketlenerek hazirlandi. Kuyucuklara epon dokiildii ve
ornekler epona dikkatlice yerlestirildikten sonra etiivde 30°C’de bir giin, 45°C’de bir giin ve
60°C’de bir giin polimerize edildi.

4.2.55 Kesit Alma

Kesitler ultra mikrotom ile 50 nm kalinliginda alindi. TEM’de incelenecek kesitler glimiis-gri
(400-600A) ya da altin saris1 (900-1500A) renklerinde olan kesitlerdir. Kesitler kapli 100

mesh’lik 1zgaralar {izerine alindi.

4.2.5.6 Boyama

a) Uranil asetat (UA) hazirlanist:

0.125 g UA tartildi. 25 ml saf su ile karistirildi (Cizelge 4.14). Boylece %0,5’lik UA

hazirlandi.

Cizelge 4.14 UA hazirlanis.

Uranil Asetat 0.125¢

Tampon ¢6zelti 25 ml

b) SATO’nun hazirlanisi (Sato 1967):

Oncelikle IN NaOH hazirlandr:
e 4 g NaOH tartild1 ve 100 ml saf su ile ¢ozdiirtildii. Boylece %4’liikk NaOH hazirland.

Cizelge 4.15 SATO’nun hazirlanisi.

Pb-sitrat 0.2¢g
Pb-nitrat 0.15¢
Pb-asetat 0.15¢
Na-sitrat 1lg
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Cizelge 4.15’de gosterilen boyar maddelerin hepsi belirtilen miktarda tartildi. 41 ml
kaynatilmis saf suyun i¢ine koyulup karistirildi. Uzerine 9 ml 1N NaOH eklenerek ¢dziinmesi
beklendi. Boya hazirlandiktan sonra gridler iizerine alinan sar1 kallus kesitleri 15 dk boyandi.

Boyama igleminden sonra saf su ile ¢ok iyi bir yikama yapildi.

c) Pb-sitrat hazirlanisi:

Cizelge 4.16 Pb-sitrat hazirlanisi.

Pb-sitrat 1.73 ¢
Na-sitrat 1.33¢
Saf su 30 ml

Cizelge 4.16°da gosterilen maddelerin hepsi belirtilen miktarda karistirildi. Uzerine 8 ml 1N
NaOH eklendi. pH 12’e ayarland.

Boyamada UA, SATO ve Pb-sitrat boyamalar1 yapildi. Tespitten sonra UA’da yarim saat blok
boyama yapildi. Kesit alindiktan sonra sar1 kalluslar SATO ile siyah kalluslar Pb-sitrat ile

boyandi.

4.2.5.7 TEM’de inceleme

IAA+BAP igeren ortamlardan elde edilen 3 haftalik sar1 kalluslar (kotiledon eksplanti ile
uretilen) ve 2,4-D+BAP ortamlarindan elde edilen 3 haftalik siyah kalluslar (kotiledon
eksplanti ile tiretilen) preperasyon ve boyamadan sonra Jeol-JEM-1220 marka ve modelinde

olan TEM’de incelendi, mikrograflar1 gekildi.

4.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Aseptik fidelerden alinan eksplantlar petrilere her petride 5’er tane eksplant olacak sekilde
ekildi. Bu sekilde 3 tekrar yapildi. Her petrideki eksplantlarin, kallus olusturan eksplantin
kallus olusturmayan eksplanta orani hesaplanarak kallus yiizdesi belirlendi. Kallus yiizdesi
belirlendikten sonra arksin doniisiimii (Snedecor and Cochran 1967) yapilarak istatistiksel

olarak analiz edildi. Tiim istatistiksel analiz ve hesaplamalar i¢in “SPSS for Windows Ver.

31



19.0” (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlar1 ile tek yonlii varyans analizi (One
Way ANOVA) kullanildi. Duncan ayirma testi ile gruplar karsilastirildi (Duncan 1955).
Istatistiksel kararlarda p<0,05 diizeyi anlaml1 farklihigin gostergesi olarak kabul edildi.
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BOLUM 5

ARASTIRMA BULGULARI

5.1 BITKi DOKU KULTURU SONUCLARI

G. trichosantha ssp. trichosantha’nin tohumlar: bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS
ortammda %80 basariyla ¢imlendirildi. Ilk ¢imlenme 3 giin sonra goriildii. Oncelikle kokler
sonra hipokotil ve kotiledonlar olustu (Sekil 4.3c). 30 ve 45 giinliik aseptik fidelerden
hipokotil, kotiledon, ilk yaprak, epikotil, apikal meristem ve kok eksplantlar1 almarak farkl
konsantrasyonlarda ve farkli kombinasyonlarda bitki biiytime diizenleyicileri igeren MS
ortamlarma aktarildi. Eksplantin yasmin kallus yiizdesine etkisi incelendi. Tohum sayisinin az
olmasi1 nedeniyle 6n denemelerimize gore bu deneme i¢in IAA+BAP (MS3 ortami: 4-3 mg/It)
iceren MS ortamu kullanildi. 30 giinliik fidelerden alinan eksplantlarin 45 giinliik fidelerden
alinan eksplantlara gore genel olarak daha basarili cevap verdigi, yiiksek yiizdelerde kallus
olusturdugu goriildii. 30 giinliik ilk yaprak ve epikotil eksplantlarinin kallus olusturma
yiizdesinin 45 giinliik olanlara gore daha diisiik oldugu belirlendi (Cizelge 5.1). 30 giinliik
aseptik fidelerden alinan hipokotil, kotiledon, apikal meristem, kok eksplantlarindan yiiksek

yiizdelerde kallus elde edildigi i¢in denemelere daha geng olan 30 giinliik aseptik fidelerle

devam edildi.
Cizelge 5.1 Aseptik fide yasinin kallus yiizdesine etkisi.
IAA+BAP (4-3 mg/It) 30 gunlik fideler 45 giinlik fideler
Hipokotil 83.23+1.48 60.00+ 0.18
Kotiledon 84.26+ 0.17 59.00+ 0.18
Ik Yaprak 26.39+ 0.44 84.56+ 0.17
Epikotil 35.05+ 0.35 85.26+ 0.17
Apikal Meristem 85.76+ 0.17 63.77+0.20
Kok 86.16+ 0.17 83.66+ 0.17
Ort. = SH
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Biitiin ortamlar i¢in bitkinin en hizl kallus olusturan eksplantlar1 kok (3 giin sonra), hipokotil
(7 giin sonra) ve apikal meristem (7 giin sonra) oldu (Cizelge 5.2). IAA+BAP ve 2,4-D+BAP
iceren ortamlarda kalluslar kiiresel ve diizenli kiimelerden olustu. 2,4-D+BAP igeren
ortamlarda kalluslar ¢ogunlukla siyah renkli olarak gelismisken (Sekil 5.2) IAA+BAP igeren
ortamlarda kalluslar basta sar1 renkte goriildi fakat 2. altkiiltiirden sonra kararmaya basladi.
Buna ragmen kallus iiretimi sona ermeyip hiicre boliinmesi devamlilik gosterdi. IAA+BAP
iceren ortamlarda siyahlagsmis kalluslar yaninda gen¢ acik renkli, kiiresel kallus olusumu

devam etti (Sekil 5.1).

Sekil 5.1 IAA+BAP iceren ortamlarda G. trichosantha ssp. trichosantha’nin kalluslarinin
gorlinimii. (a); MS3 ortaminda Kotiledon eksplantmin ekildigi ilk giin, (b);
eksplantlarin 2 hafta sonraki kallus goriiniimii, (c); eksplantlar iizerinde 6 hafta
sonra siyahlasan kallus ve bu kallusun devamliligini saglayan geng sari, beyaz
renkli kalluslarin goriiniimii.

Sekil 5.2 2,4-D+BAP igeren ortamlarda G. trichosantha ssp. trichosantha’nin kalluslarmin
goriiniimii. (a); MS8 ortammda kotiledon eksplantinin ekildigi ilk giin, (b);
eksplantlarm 2 hafta sonraki kallus goriiniimii, (c); eksplantlar {izerinde 6 hafta
sonra siyahlasan kallus ve bu kallusun devamliligini saglayan geng sari, beyaz
renkli kalluslarm goriiniimii.
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IAA+BAP igeren MS ortamlarinda Cizelge 5.2°de goriildiigii gibi aseptik fideden alinan her
bir eksplantin kallus yiizdesi hesaplandi. IAA+BAP iceren MS ortamlarinda hipokotil
eksplant1 acisindan en basarili ortamin MS3 oldugu en zayif ortamin ise MS1 oldugu goriildii.
Kotiledon eksplanti a¢isindan en basarili ortamin MS4 oldugu en zayif ortamin MS3 oldugu
goriildii. Ik yaprak acisindan en basarili ortamm MS3 ortamu oldugu en zayif ortamn ise
MS2 oldugu goriildi. Epikotil eksplanti agisindan en basarili ortamin MS3 oldugu en zayif
ortamin MS2 oldugu goriildii. Apikal meristem eksplant1 agisindan en basarili ortamin MS2
oldugu en zayif ortamm MS1 ve MS3 oldugu goriildii. Kok eksplant1 agisindan en basaril
ortamin MS2 oldugu en zayif ortamin ise MS4 oldugu goriildi (Cizelge 5.2).

2,4-D+BAP iceren MS ortamlarinda hipokotil eksplanti agisindan en basarili ortamm MS8
oldugu en zayif ortamin ise MS7 oldugu goriildii. Kotiledon eksplanti agisindan en basaril
ortamm MS8 oldugu en zayif ortamm ise MS7 oldugu goriildii. ik yaprak eksplant1 agisindan
en basarili ortamin MS7 oldugu en zayif ortamin MSS5 oldugu goriildii. Epikotil eksplanti
acisindan en basarili ortamin MS8 oldugu en zayif ortamim ise MS7 oldugu goriildii. Apikal
meristem eksplant1 agisindan en basarili ortamin MS8 oldugu en zayif ortamin ise MS7
oldugu goriildii. Kok eksplant1 agisindan en basarili ortamin MSS5 en zayif ortamin ise MS7

oldugu goriildii (Cizelge 5.2).

[statistiksel analiz sonuglarma gére biitiin eksplantlarin kallus olusturma yiizdesi 2,4-D+BAP

iceren ortamlar ile karsilastirildiginda en yiiksek IAA+BAP igeren ortamlarda gergeklesti.

Cizelge 5.2 G. trichosantha ssp. trichosantha’'min 1.alt kiltiirde bitki biiyiime
diizenleyicilerinin her bir eksplanttaki kallus yiizdesine etkisi.
Ortam isimleri  Hipokotil Kotiledon  Ilk Yaprak Epikotil Apikal Kok
Meristem
IAA+BAP
MS1 39.23+0.33% 63.77+0.20° 45.08+ 0.41° 45.10+0.41° 29.99+0.38° 82.16+ 0.91°
MS2 45.10+ 0.41° 50.75+ 0.35° 21.76+0.47° 35.24+0.34% 54.69+0.34° 83.40+ 1.01°
MS3 83.56+ 1.01% 45.10+ 0.41° 45.10+ 0.41° 63.77+0.20° 29.99+0.38° 70.46+ 0.52°
MS4 63.77+ 0.20° 83.16+ 1.01% 35.24+ 0.34° 50.75+0.35" 54.69+0.34° 52.23+(.34¢
2,4-D+BAP
MS5 84.56+ 0.17° 34.92+0.47° 26.50+ 0.62° 83.56+0.17° 83.56+0.17° 84.56+ 0.17°
MS6 45.10+0.41° 35.05+0.7° 35.07+0.35° 35.07+0.35° 45.10+0.41° 45.10+ 0.41°
MS7 39.23+0.33° 21.96+0.47" 84.56+ 0.17° 26.79+0.62° 33.27+0.47° 25.45+ 0.62°
MS8 84.56+ 0.17° 37.11+020° 45.10+ 0.41° 84.56+ 0.17° 84.56+0.15° 63.77+ 0.20°
Ort. £SH
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IAA+BAP igeren ortamlarda kallus yiizdesi agisindan en basarili ortamin MS3 oldugu en
zayif ortamin ise MS1 oldugu goriildii. Kallus biiytime indeksi agisindan birinci alt kiiltiir i¢in
en basarili ortamin MS3 ve MS4 oldugu en zayif ortanun MS2 oldugu gériildii. ikinci alt
kiiltiir i¢in en basarili ortamin MS3 en zayif ortamin MS1 oldugu goriildii (Cizelge 5.3).

2,4-D+BAP igeren ortamlarda kallus yiizdesi agisindan en basarili ortamm MSS8 oldugu en
zayif ortamin ise MS7 oldugu goriildii. Kallus biiylime indeksi agisindan birinci alt kiiltiir i¢in
en basarili ortammn MS8 oldugu en zayif ortamm MS5 oldugu goriildii. ikinci alt kiiltiir i¢in en

basarili ortamin MS6 en zayif ortamin MS5 ve MS7 oldugu goriildi (Cizelge 5.3).

Kallus biiyiime indeksi agisindan 1. altkiiltiirde IAA+BAP iceren ortamlarda en basarili ortam
MS3 ve MS4 olmustur. 2,4-D+BAP igeren ortamlarda en basarili ortam MS8 olmustur. Kallus
biiylime indeksi agisindan 2. altkiiltiirde ise IAA+BAP igeren ortamlarda en basarili ortam MS3
olmustur. 2,4-D+BAP igeren ortamlarda en basarili ortam MS6 olmustur (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.3 G. trichosantha ssp. trichosantha’nin in vitro Kkiiltiiriinde bitki biiyiime
diizenleyicileri, birlestirilmis haldeki eksplantlarin kallus yiizdeleri ve kallus
biiylime indeksleri.

Kallus

N _ Hormon _ bityiime Kall_us biiy_iime
Ortam isimleri konsantrasyonlari Kallus yiizdesi - . indeksi
(mg/1t) indeksi 5 Alekiiltiir)
(1. Altkultir)
IAA+ BAP
MS1 4-1 42.75+ 0.64 0,95 0,82
MS2 4-2 52.23+0.34 0,94 1,52
MS3 4-3 66.39+ 0.56 0,98 2,16
MS4 4-5 52.06+ 0.34 0,98 1,39
2,4-D+ BAP
MS5 0,2- 0,02 54.69+ 0.34 0,63 10,80
MS6 0,2-0,1 37.11+ 020 0,76 27,17
MS7 0,2-0,15 28.11+£0.16 0,46 10,38
MS8 0,2-0,2 56.02+ 2.99 0,78 13,04
Ort. £ SH

5.2 ELEKTRON MiKROSKOBU SONUCLARI

IAA+BAP igeren ortamlardan elde edilen sar1 kalluslar (Tip 1) ve 2,4-D+BAP igeren
ortamlardan elde edilen siyah kalluslar (Tip 2) TEM’de incelendi.

36



5.2.1 Tip 1 Kallus Hiicrelerinin ince Yapisi

Tip 1 kalluslarda biiyiik kiiresel parankimatik kallus hiicreleri goriildi (Sekil 5.3a). Bu
hiicrelerde genelde bir tane niikleus, her niikleusta ise bir tane niikleolus bulunmaktadir (Sekil
5.3b). Niikleus vakuoller kiigiikken merkezdeyken vakuoller biiyiidiikkge ¢epere dogru
itilmektedir. Plazma membrani piirlizsiizdiir (Sekil 5.3c). Orta lamel net goriilmekte ve hiicre
sinirlart belirgindir (Sekil 5.3c). Hiicreler arasi bosluklarda farkli birikimler goriilmektedir.

Zara yakin bolgelerde graniillii endoplazmik retikulum vardir fakat katmanl degildir (Sekil
5.3d).

Tip 1 kalluslarda hiicreler biiyiik vakuollere sahiptir. Vakuollerde genelde tonoplasta bitisik
elektron yogun damlaciklar goriilmektedir (Sekil 5.3a). Vakuoller i¢inde zar pargalar1 vardir
(Sekil 5.3b). Vakuoller biiyiik ve ¢ok miktarda su depo ettigi i¢in sitoplazma hiicre duvari ve
tonoplast arasinda sikismuistir (Sekil 5.3c). Hiicreler kiiciikken ¢ok sayida olan vakuoller
hiicreler biiyiidiikce birbirleriyle birlesmektedir. Farkli biiyiikliiklerde proplastidler vardir.
Vakuoller biiyiidiik¢e hiicrede nisasta depo edilip proplastidler amiloplasta doniismektedir
(Sekil 5.3b). Her bir kallus hiicresinde i¢inde nisasta taneleri bulunan amiloplastlar birkag

adet bulunmaktadir.

Tip 1 kallus hiicrelerinde sitoplazmada kiiresel sekilli gok sayida mitokondri bulunmaktadir
(Sekil 5.3d). Mitokondriler ¢ogunlukla kiireseldir. Hepsinde kristalar siskindir. Boliinen
mitokondriler goriilmektedir. Sitoplazmada bol miktarda ribozom vardir. Boliinen plastidler

goriilmektedir (Sekil 5.3e).
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Sekil 5.3 IAA+BAP igeren ortamlardan elde edilen sar1 kalluslarin ince yapisi. (a); kiiresel
hiicrelerin gdriiniimii, bar=5um, (b); niikleus ve vakuollerin goriiniimii, bar=5pm,
(c); orta lamelin goriiniimii, bar=2pm, (d); mitokondrilerin gériinimii, bar=1pum,
(e); boliinen plastitlerin gortinimii, bar=2um’dir (hd: hiicre duvari, t: tonoplast, n:
niikleus, v: vakuol, *: elektron yogun damlaciklar, s: sitoplazma, a: amiloplast, mp:
membran pargalari, ol: orta lamel, m: mitokondri, er: endoplazmik retikulum, p:
plastid).

5.2.2 Tip 2 Kallus Hiicrelerinin ince Yapisi

Tip 2 kalluslarda biiyiik ve kiiresel hiicreler goriildii (Sekil 5.4a). Tip 1 kalluslarda oldugu gibi

genelde bir tane niikleus bulundu. Nikleus genellikle bir niikleolus bulundurmaktadir.
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Niikleus dalgali bir goriinimdedir. Hiicre sinirlar1 bazi hiicrelerde belirginken bazilarinda

belirgin degildir. Hiicre i¢ce dogru ¢okmiis goriinmektedir (Sekil 5.4a).

Tip 2 kalluslarda nadiren vakuoller vardir. Vakuoller plazmoliz olmustur. Kiiresel kallus
hiicreleri bulundugu gibi, sekli diizgiin olmayan uzamis gibi goriinen hiicreler de goriildi
(Sekil 5.4b). Tip 2 kalluslarda ¢ok sayida mitokondri vardir. Mitokondiriler ¢ogunlukla
kiiresel bazilari eliptiktir. Hepsinde kristalar siskindir (Sekil 5.4d). Vakuollerde elektron

yogun damlaciklar goriildii. Sitoplazmada bol miktarda ribozom vardir (Sekil 5.4c¢).
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Sekil 5.4 2,4-D+BAP igeren ortamlardan elde edilen siyah kalluslarin ince yapisi. (2); kiiresel
hiicrelerin goriiniimii, bar=2pum, (b); plazma membranin gériiniimi, bar=5Spm, (c);
mitokondrilerin goériiniimii, bar=1pm, (d); ribozomlar ve endoplazmik retikulumun
gOriiniimii, bar=1pum’dir. (n: niikleus, *: elektron yogun pargalar, s: sitoplazma, mp:
membran pargalari, m: mitokondri, r: ribozomlar, er: endoplazmik retikulum).

Mikrograflarda en dikkat g¢eken niikleuslardir. Sari kalluslardaki niikleus dairesel ve
plirtizsiizken (Sekil 5.3a) siyah kalluslardaki niikleuslarin sekli bozulmus olarak goriildii
(Sekil 5.4a). Sar kalluslar ile siyah kalluslar arasindaki niikleus ¢aplar1 karsilastirildi. Sari
kalluslarin niikleus ¢aplar1 ortalama 10 pm’lik barda 7,12 um, siyah kalluslarin niikleus

caplari ortalama 10 um’lik barda 9,61 pm oldugu belirlendi.
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BOLUM 6

TARTISMA

Calismamizda G. trichosantha ssp. trichosantha nin tohumlar1 basariyla ¢imlendirildi. Elde
edilen 30 giinliik aseptik fidelerden eksplantlar alinarak bitki biiyiime diizenleyicileri igeren

MS ortamlarina ekilerek kallus iiretimi gerceklestirildi.

Basta genotipik varyasyon olmak lizere ¢esitli faktorler kiiltiire alinan eksplantin davranigini
etkileyebilir (Babaoglu et al. 2001). Bunlar doku kaynagi olarak kullanilan organlar ve
organlarin ontogenik ve fizyolojik yasi olabilir. Hipokotil, kotiledon, ilk yaprak, epikotil,
apikal meristem ve kok eksplantlarinin hepsi kallus elde etmemizde basarili oldu. Fakat
bunlarin i¢cinde kok en basarili sonug veren eksplant oldu. Diger eksplantlar daha ge¢ kallus
olusturdu. Calismamizda TAA+BAP iceren ortamlara hem 30 giinlik hem de 45 giinlik
fidelerden ekim yaparak eksplantin yasmin kallus potansiyeline etkisi incelendi. 30 giinliik
fidelerden alinan eksplantlarm 45 giinliik fidelerden segilen eksplantlara gore genel olarak
daha hizli ve daha ¢ok kallus olusturdugu goriildii (Cizelge 5.1). Bertsouklis et al. (2003)’nin
yaptig1 ¢alismada G. alypum L. tiiriinden elde ettikleri 60 giinliik aseptik fidelerden kallus
olusturmada basarili olmustur. Fakat bizim ¢alismamizda G. trichosantha ssp.
trichosantha nm iki aylik aseptik fideleri sarardi. Bu yiizden 30 giinliik aseptik fidelerin daha
uygun oldugu goriildi. Aseptik fidelerden elde edilen eksplantlardan denemeler i¢in yeterli

miktarda kallus iiretilebildigi i¢in ¢alismamiza 30 giinliik aseptik fidelerden devam edildi.

Yaptigimiz ¢alismada kallus kiiltiirii basariyla gergeklestirildi. Olusturdugumuz kalluslar
IAA+BAP iceren ortamlarda baslagicta sar1 renkliydi ve ikinci altkiiltiirden sonra siyahlanma
gosterdi. 2,4-D+BAP igeren ortamlarda ilk haftada siyahlasma gergekleserek biiyiime bu
sekilde devam etti. Fakat kiiltiirlerde nekroz gelismedi, siyah renkli kalluslarmn yaninda

yeniden kallus olusumu gergeklesti. Dolayisiyla kallus kiiltiiri devamlilik gosterdi ve
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kallus cevabi olarak kallus yiizdesi ve kallus biiyiime indeksi hesaplanabildi (Cizelge 5.2,
Cizelge 5.3).

Kallus yiizdesi sonuglarina goére IAA+BAP iceren MS3 ortammin 2,4-D+BAP iceren
ortamlara gore daha basarili sonug verdigi belirlendi (Cizelde 5.2). Kallus biiytime indeksi
sonuglarina gore 2,4-D+BAP igeren ortamlarin IAA+BAP iceren ortamlara gore daha basarili
sonuglar verdigi belirlendi. 2,4-D+BAP igeren ortamlar birinci alt kiiltiire gore kallus artigini
10-27 kat oraninda ikinci alt kiiltiirde gergeklestirdi. 2,4-D+BAP iceren ortamlarda en basarili
ortam MS8’ dir. IAA+BAP igeren ortamlarda ise yaklagik 1-2 arasinda oran artig1 goriildii
(Cizelge 5.3). 2,4-D oksin olarak kullanildiginda BAP diisiik konsantrasyonlarda etkili
olmusken IAA oksin olarak kullanildiginda BAP yiiksek konsantrasyonlarda sari kallus

iiretmis ama miktar artisinda yeterince basarili olamamastir.

Yapilan literatiir taramasma gore G. trichosantha ssp. trichosantha hakkinda doku kiltiirii
calismasi bulunmamaktadir. Bertsouklis et al. (2001) G. alypum L.’nin tohumlarini yar1 kat1
(8 g/lt agar) ve kat1 20 g/It agar) MS ortamlarinda ¢imlendirmistir. Rejenerasyon ortamini ise
NAA ve BAP’1n ¢esitli konsantrasyonlarini deneyerek hazirlamislardir. Aynm1 zamanda pH:
5.7 olarak ayarlamislardir. Tohumlarin MS ortaminda daha hizli ve daha giiglii ¢imlendigini
gormiiglerdir. 8 gr/lt agar olan ortamlarda ise kok olusumu saglaniyorken, siirgiinlerde
hiperhidritasyon problemi ile karsilasmislardir. Fakat agar oranini arttirarak hiperhidritasyonu
elemine etmiglerdir. Arastirmacilar NAA ve BAP iceren ortamlar1 deneyerek kallus olusumu
gozlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise arastirmacilarla benzer olarak 8 g/lt agar
kullanildi, fakat yar1 kat1i MS ortami kullanilmasina ragmen arastirmacilarin tersine fidelerde
hiperhidritasyon goriilmedi. Farkli bitki biiyiime diizenleyicileri (IAA+BAP ve 2,4-D+BAP)
ile yaptigimiz ¢alismada hiperhidritasyon problemi goriilmedi fakat 2,4-D+BAP kullanilarak
tretilen kalluslarda siyahlagmalar gézlemlendi. Ayni zamanda denemelerimizde Bertsouklis
ve arkadaglarindan farkli olarak 30 g/lt siikroz kullanildi, pH: 5.9’a ayarlandi. Yaptigimiz
calismada Cizelge 5.2°ye gore kallus yiizdesi acisindan en iyi ortam IAA+BAP iceren MS3
ortami oldu. Cizelge 5.3’ye gore birinci alt kiiltiir i¢in kallus indeksi agisindan en iyi ortam
IAA+BAP igeren MS3 ve MS4 ortamlariyken ikinei alt kiiltiir i¢cin 2,4-D+BAP igeren MS6

ortami oldu.

Sar1 kalluslarin (Tip 1) ve siyah kalluslarin (Tip 2) iiretiminden sonra kalluslarin ince yapisini

incelemek ve siyahlagsmanm nedenine bir cevap bulabilmek i¢in TEM ile inceleme yapildi.
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Tip 1 ve 2°de kallus hiicreleri biiyiik ve tek nukleusludur. Her iki kallus tipinde de vakuollerin
biiyiik olmasi1 dikkat ¢ekicidir. Vakuoller ¢esitli proteinlerin, sekerlerin, CO?in, suyun depo
edildigi organeldir. Ayn1 zamanda bitkinin turgorunu diizenler (Marty 1999). Farkli bitki
tirlerinde de kallus hiicrelerindeki vakuollerin biiyiikk olmasi goriilen bir durumdur
(Gnanapragasam and Vasil 1992, Wang et al. 1998). Ayn1 zamanda c¢aligmamizda
sitoplazmada bol miktarda kristalar1 sigkin mitokondri goriildii. Kallus hiicrelerinde bulunan
mitokondrilerde goriilen bir durumdur (Urbanek et al. 2004). Bu bilgi 1s1gmda G.
trichosantha ssp. trichosantha nin fazla miktarda enerjiye ihtiyag duydugu belirtilebilir
(Doorn et al. 2011).

Laukkanen et al. (2000) galismalarinda kallus gelisiminden iki hafta sonra kalluslarin
karardigim1 gormiislerdir. Kara kallus olugmasimin nedenini hiicrede biriken fenollerin
oksidasyonu olarak agiklamiglardir. Elde ettikleri TEM mikrograflarinda gordiikleri siyah
damlaciklar1 fenol olarak belirlemislerdir. Tang et al. (2004) yaptiklar1 kiiltiir ¢aligmasinda
kararmanmn nedeni olarak oksidatif stresi gostermislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
hiicrelerde bazi elektron yogun damlaciklar tonoplasta yapisik goriildii. Bu damlaciklarin
tanim1 yapilamadi fakat kararmanin nedeni olabilecegi diisiiniildii. Ayn1 zamanda sari

kalluslarda goriilmeyen sekil bozuklugu goriilen hiicrelere siyah kalluslarda rastlandi.

Calismamizda niikleuslar agisindan sar1 ve siyah kalluslar arasinda hem 6lgiit ve hem de
goriintli bakimindan farklar vardir. Arastirmacilar niikleuslardaki degisimin sebebini gesitli
faktorlere dayandirir: senesens ya da elistorler (Woolhouse 1984, Lingua et al. 2001).
Yaptigimiz ¢alismada siyah kalluslardaki hiicre devamliligi sona ermedi. Fakat nekroza
ugramis hiicreler ile canli hiicreler kalluslarda yan yana gelisim gostermektedir. Ayrica
bitkiye ya da kalluslara elistor uygulanmadi. Sar1 ve siyah kalluslardaki niiklear degisimlere
cevap bulmak i¢in kapsamli bir c¢aligma yapilmalidir. Siyahlasma etkeni olarak
diisiindiigimiiz fenollerin oksidasyonu siyah kalluslarda nukleus sekil bozuklugu, nukleus
biiytikliigii sonuglarinin ortaya ¢ikmasina sebep olmus olabilir. Ya da kalluslar sar1 renkten

siyah renge doniisiirken kademeli olarak hiicresel yaslanma gergeklesmis olabilir.

Gnanapragasam and Vasil (1992) Panicum maximum bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiirii
sirasinda hiicrede meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Ince kesitleri dondurarak
almiglardir. Hiicreleri dondurmadan once koruyucu olarak mannitol, DMSO, sorbitol

kullanmuglardir. -40°C’ye gelmeden once ise hiicreleri sivi nitrojene transfer etmislerdir.
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Hiicreleri %4’liikk GA’da tespit ettikten sonra 0.1M sodyum kakodilat tamponunda yikamiglar
ve sonra %2’lik OsQ, ile fikse ettikten sonra tekrar tampon ¢ozeltisine almiglardir. Daha
sonra Ornekleri Spurr’s reginesine gommiislerdir. Ornekleri kursun sitrat ile 15 dk
boyamislardir. Arastirma sonucu olarak mannitoldeki hiicrelerde niikleus ve biiylik vakuoller
gormiiglerdir. Plazma membran piiriizsiizdiir. Hiicreler daha kiiciik ve yogun sitoplazmalidir.
Hiicrelerde siskin organeller ve sitoplazmada diiz endoplazmik retikulum ve membranl
yapilar gézlenmistir. -10°C’ye indik¢e mitokondri hacmi ve endoplazmik retikulum artmustir.
Bizim ¢alismamizda her iki kallus tipinde hiicrelerin ince kesitleri ultramikrotomda alinmistir.
Tespit ¢ozeltisi olarak %3’lik GA, %]1°lik OsO4 ve regine olarak epon kullanildi. Kesitler
benzer sekilde boyandi. Hiicre siispansiyonunda hiicrelerde bizim kalluslarimizda
gozledigimiz gibi biliyiikk vakuoller gozlemislerdir. Sitoplazmada graniillii ER vardir.

Kristalar1 siskin olan mitokondriler belirgindir.

Jasik et al. (1995) Pinus nigra bitkisinin erken gelisim asamasinda olan zigotik embriyolarini
iceren megagametofitleri lizerinden embriyonik kalluslar elde etmislerdir. Kalluslar1 %3 liik
GA’da tespit ettikten sonra 0.2M fosfat tamponunda yikamislar ve sonra %]1’°lik OsOy ile
fikse ettikten sonra tekrar tampon ¢dzeltisine almislardir. Ornekleri Durcupan ACM’ye
gommiisler ve kursun sitrat ile boyamislardir. Erken somatik embriyolarin kallus kiiltiirtinti
yaparak bu hiicrelerin anatomisini ve ince yapisini incelemislerdir. Embriyogenezin tiim
asamalarinda embriyolar bipolar organize olmuslardir. Yogun sitoplazmali izodiametrik hiicre
iceren pargalarda vakuol miktar1 fazladir. Vakuollenmis hiicreler senesense ugramustir.
Sit