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OZET

CATHARANTHUS ROSEUS (L.) G. DON TURUNUN IN VITRO BiYOKUTLE
GELIiSiMi UZERINE FARKLI STRES FAKTORLERININ ETKIiLERININ
BELIRLENMESI

Damla ERDEN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog¢.Dr. Ciineyt AKI
14.01.2011, 70

Bu tezde, Catharanthus roseus (L.) G. Don bitkisinin in vitro kallus biyokiitle
eldesi ve bu biyokiitle iizerinde ortam ozmotik stresinin etkileri farkli kimyasal maddeler
kullanilarak arastirilmistir. In vivo ve in vitro yetistirilen fidelerden alinan bitki pargalar1
MS ortaminda kallus eldesinde kullanilmistir. Daha sonra bu kalluslardan alt kiiltiirlemeler
yolu ile elde edilen biyokiitlelerin ozmotik stres kosullar1 altindaki agirliklar1 ve morfolojik
yapilar1 karsilagtirilmistir. Biyokiitle eldesinde MS ortami ile birlikte kullanilan bitki
biiylime hormonlarinin en uygun kombinasyonu Smg/mL NAA ve 2 mg/mL BAP olarak
belirlenmistir. Elde edilen 18 haftalik kallus biyokiitlelerine, Polietilenglikol (PEG) 4000,
D-Mannitol ve hidrojen peroksit gibi bitki {izerinde ozmotik stres olusturdugu bilinen
kimyasal maddeler ile uygulamalar yapilmistir. Biyokiitlelerin altkiiltiirlemeleri birer
haftalik aralar ile yapilmistir. Stres faktorii uygulamalar ile olusan biyokiitle degisimleri
ile ilgili dl¢limler ve hesaplamalar yapilarak, biyokiitlede olusan morfolojik degisimler de
incelenmistir. Biyokiitle degisimleri ikinci altkiiltiirden itibaren hidrojen peroksit’in 100
mM ve 200 mM konsantrasyonlarinda sirasi ile kontrole gore %33 ve 37 azalma
gosterirken, ligiincii altkiiltiirden itibaren PEG-4000’in %35’lik konsantrasyonunda %19,
%10’luk konsantrasyonunda %20, D-Mannitol’in %?5’lik konsantrasyonunda %10,

%10’luk konsantrasyonunda ilk haftadan itibaren toplamda %18’lik azalma gostermistir.

Anahtar sozciikler: Catharanthus roseus, Ozmotik Stres, Biyokiitle, Kallus
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ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT STRESS FACTORS ON IN VITRO BIOMASS
DEVELOPMENT IN CATHARANTHUS ROSEUS (L.) G. DON, PLANT

Damla ERDEN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Asso.Prof. Dr. Ciineyt AKI
14.01.2011, 70

In this thesis, production of in vitro callus biomass of Catharanthus roseus (L.) G. Don and
effects of osmotic stress on biomass was investigated with several materials. Explants were
obtained from in vivo and in vitro seedlings and used for callus production in callus MS
medium. Subsequently, biomass obtained from subcultures of these callus were
investigated for their weight and morphologic structure under different osmotic stress
conditions. Plant growth regulators; Smg/mL NAA and 2 mg/mL BAP with MS medium is

identified as the best combination for biomass production.

In this thesis, PEG-4000, D-Mannitol and hydrogen peroxide which are known to
induce osmotic stress on plants were used on 18 weeks old callus biomass. Subcultures of
biomass were generated in one week intervals. Variations on the biomass as a result of
stress factor applications were measured and calculated while morphological features were
also observed. Subsequent to second subcultures biomass on 100 mM and 200 mM
concentrations of hydrogen peroxide showed %33 and %37 reduction. Following third
subcultures %5 and %10 concentrations of PEG-4000 caused %19 and %20 reductions.
Following third subcultures %5 D-mannitol caused %10 reduction and %10 concentration

of D-mannitol caused %18 reduction just after first week.

Keywords: Catharanthus roseus, Osmotic Stress, Biomass, Callus
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BOLUM 1
GIRIS
1.1. Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlar altinda, bitkinin hiicre, doku veya organ gibi
kisimlarinin yapay besin ortaminda yetistirilmesiyle yeni doku, bitki veya bitkisel
iirtinlerin tretilmesidir. Doku kiiltiiriiniin temelini, bitkilerin totipotensi ve yenilenebilme

ozellikleri olusturmaktadir.

Bu 6zellikler bitki doku kiiltiirii ve bitki doku rejenerasyonu konularini anlamak i¢in
temel olusturmaktadir. Bitkiler, dogada sabit bir sekilde yasamalar1 ve uzun yasam siireleri
nedeni ile zorlu kosullarda yasamlarini devam ettirebilmek i¢in hayvanlardan daha ileri bir
yetenek gelistirmislerdir. Bitkiler biiylime ve gelismede birgok cevresel uyum ve
adaptasyon siireci i¢ine dahil olmaktadir. Rejenerasyon ozellikleri bitkilere biiylime ve
gelisme  silireglerinde ¢evreye en iyl uyumu saglamalari i¢cin  metabolizmalarini
degistirmelerini saglamaktadir. Bu adaptasyonun bilhassa bitki doku kiiltiirii ve
rejenerasyonu ile alakali 6nemli Ozelligi bitkinin herhangi bir hiicresinden hiicre
boliinmesini baglatabilmesi ve kaybolmus organlarin rejenere olabilmesi veya herhangi bir
uyariciya karsi degisik gelisimsel yollara yonelebilmesidir. Bitki hiicreleri ve dokular1 in
vitro kiiltiire alindiklar1 zaman, genellikle ¢ok yiiksek derecede yenilenebilme 6zelligine
sahiptirler ki bu bir tip hiicre ya da organlardan farkli tipte hiicre ve organlarin
olusturulmasina olanak saglamaktadir. Bu yol ile tiim bitkiler sonradan rejenere olabilirler.
Tiim pratik uygulamalara ragmen, kiiltiir kosullarinin tamami ve topipotensi 6zelliginin
uyarilmast son derece zor gerceklesebilir ve bu konu hala genis deneysel siirecler

icermektedir (Cordiik, 2007).

Alman bilim adam1 Haberlandt 1902 yilinda, ilk in vitro kiiltiir calismasini yapmustir
(Haberlandt, 1902). Bitki hiicrelerini in vitro ortamda canl tutmayi basarmistir. Ancak
bitki biiyiime diizenleyicilerinin o yillarda heniiz kesfedilmemesinden dolay1 ¢ogaltmada

basarili olamamistir (Cordiik, 2007)

Doku Kkiiltiirii alanindaki caligmalar, daha sonraki yillarda cesitlilik gdstermeye
baslamistir. Germplazm muhafazasi, somatik hibridizasyon, haploid bitki {iretimi, dogada
tozlasmasi miimkiin olmayan tiirlerin hibridizasyonu, somaklonal varyasyon ve gen

transferi gibi bitki 1slahinda uygulama alanlarmin yamn sira ticari ve 1slah dis1 ¢aliymalarda,
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hastaliksiz bitki tiretimi, mikrogogaltim, sentetik tohum iiretimi ve sekonder metabolit
iretimi gibi ¢ok cesitli doku kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Giinlimiizde ise doku
kiiltlirii, daha c¢ok genetik miihendisliginde bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Cordiik,
2007).

1.2.Doku Kiiltiirii Besin Ortanm Bilesenleri

Baz1 elementler bitki beslenmesinde ve bitkilerin fizyolojik islevlerini yerine
getirmede Onemlidir. Bu elementler, in vitro kosullarda bitkilerin saghikli gelismeleri i¢in

mutlaka kiiltiir ortamina ilave edilmelidir.

Besin ortamina ilave edilen mineral elementler, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi
icin gerekli olan elementlerdir. Doku kiiltiirlinde yaygin olarak kullanilan besin
ortamlarinda bitkilerin alabilecegi formlarda eklenmektedirler. Makro ve mikro elementler
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Makro elementler; biiyiik miktarlarda besin ortamma ilave
edilen elementler, mikro elementler ise az miktarlarda ilave edilen elementlerdir (Smith,

2000).

1.2.1.Makro ve Mikro Elementler

Makro elementler, ismiyle de gosterildigi gibi bitki biiylime ve gelismesi i¢in
biiylik miktarlarda stok soliisyon halinde bulunmasi gereken elementlerdir, bu unsurlar
genellikle bitki kuru agirligmin %0,1°lik kismini olusturmaktadir. Mikro elementler ise az
miktarlarda ilave edilen elementlerdir. Tiim makro ve mikro elementler ¢izelge 1.1 ve

1.2°de belirtilmistir;
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Cizelge 1. 1. Besin ortamina ilave edilen makro elementler (Trigiano ve ark., 1996)

Element Gorevi ilave Edilen Formu

Kalsiyum Kalsiyum bir¢ok enzimin ko- CaCl, veya Ca NO;
faktorii olarak goérev alir ve
ozellikle hiicre duvari sentezi
icin 6nemlidir.
Magnezyum Enzimlerin fonksiyonlar1 igin MgSO,
kritiktir ve klorofil molekiilii
icin gerekli bilesiktir.
Bitkilerde negatif  yiikli

iyonlari dengeleyen
katyondur.

Nitrojen Genel biiyiime igin ve bitkinin NO;~, NH,"
yasami icin gereklidir.

Cogunlukla inorganik nitrojen

aminoasitlere sonrada
proteinlere
dondstiiriilmektedir.

Fosfor Niikleik asit ve diger yapisal KH,PO4
bilesiklerin 6nemli bir
parcasidir.

Potasyum Major pozitif iyon olarak KCI
gereksinimi kargilayarak

negatif iyonlar1 dengeler.

Stlftr Birgok o©nemli siilfir igeren MnSO,4H,0
aminoasitlerde mevcut 6nemli
proteinlerin ~ yapilar1  i¢in

kritiktir.




BOLUM 1- GiRIS

Damla ERDEN

Cizelge 1. 2. Besin ortamina ilave edilen mikro elementler (Trigiano ve ark., 1996)

Element

Gorevi

ilave Edilen Formu

Bor

Kobalt

Bakir

iyot

Demir

Mangan

Molibden

Cinko

Lignin  biyosentezinde ve
fenolik asit metabolizmasi ile
ilgili enzimatik aktivitelerde
gereklidir.

Bazi vitaminlerin bilesenidir.

Sitokrom oksidaz sistemini de
iceren birgok enzim
reaksiyonu igin kritiktir.

Iyotun etkisi bitki tiiriine gore
cesitlilik gostermektedir.
Kiiltirde kallus ve  kdk
biiyiimesini ilerlettigi
bulunmustur.

Birgok oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlar1  igin  gerekli
oldugu kadar klorofil sentezi
icin de gereklidir.

Enzimatik reaksiyonlar igin
ozellikle solunum ve
fotosentezde gereklidir.
Nitratm amonyuma
doniismesini iceren iki
enzimatik reaksiyonda
kofaktor olarak gorev alir.
Kloroplast  gelisimi icin
onemlidir, birgok enzimatik

reaksiyon i¢in gereklidir.

H;BO;

COC12 6H20

CUSO4 5H20

FGSO4 7H20

MnSO44H,0

Na2M004 2H20

ZI’ISO4 7 H20
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1.2.2. Organik Bilesikler

Sadece iki vitamin, tiamin (B1 vitamini) ve myoinositol (B olarak kabul vitamin) in
vitro bitki hiicrelerinin kiiltlirii i¢in onemli olarak kabul edilir. Ancak, diger vitaminler
bitki hiicre kiiltiirii ortamina genellikle evrimsel nedenlerle eklenir. Amino asitler de
yaygin organik tamamlayicilar olarak yer almaktadirlar. En yiiksek siklikta glycine
kullanilmaktadir (arginin, asparagine, aspartik asit, alanin, glutamik asit, glutamin ve
proline de kullanilabilir), fakat pek ¢ok durumda kapsami c¢ok gerekli degildir (Smith,
2000).

1.2.3. Karbon Kaynag

Siikroz, kolay ulasilabilir, ucuz, kolayca asimile edilebilen ve nispeten kararli
olmas1 nedeniyle en sik kullanilan karbon kaynagidir. Diger karbonhidratlar da (glukoz,

maltoz, galaktoz ve sorbitol gibi) kullanilabilir (Smith, 2000).

1.2.4. Jellesme Ajanlan

In vitro bitki hiicre kiiltiirii ortamlar1 s1v1 ya da “kat1” olarak kullanilabilir, bu farkli
kiiltiir formlarmma baglanmistir. Herhangi bir kiiltlir tipi i¢in ki bu bitki hiicre veya
dokularmin ortam yiizeyinde gelistirilmeli ise, ortam katilastirilmis olmalidir (en dogru
sekliyle ‘jellesmis’). Agar, deniz yosunlarindan elde edilen rutin uygulamala da en sik
bicimde kullanilan jellesme ajani olarak idealdir. Agar dogal bir iiriin olmas1 nedeniyle
kalitelidir fakat bu tedarik¢iden tedarik¢iye ve gruptan gruba farklilik gosterebilir (Smith,
2000).

1.2.5. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bitki hiicre kiiltiirtinde kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin bes ana smiflari

vardir ve fonksiyonlari ¢izelge 1.3, 1.4 ve 1.5’te verilmistir;
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Cizelge 1. 3. Bitki Biiylime Diizenleyicileri ve Genel Etkileri (Smith, 2000)

Hormon Genel Etkisi

Oksinler Fotoperyodizm, koklendirme, apikal
dominans, yan siirgiinlerin gelisiminin

engellenmesi ve hiicre gelisimi.

Sitokininler Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagsma, bitki
rejenerasyonu, siirgiin ¢ogaltimini etkiler,

stirglinlerde koklenmeyi ve embriyogenesisi

engeller.
Giberellinler Meristemlerden  bitki  rejenerasyonun
uyarilmas, stirglinlerin boylarmin

uzatilmasi, embriyo ve oviil kiiltiirlerinin
gelisiminde, kallus gelisimi, organogenesis

ve adventif kok olusumunu engeller.

Absisik Asit Doku kiiltiirlindeki  rolii tam olarak
bilinmemekle beraber somatik embriyolarin

gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

Etilen Koklerin uzamasimi engelleyerek enine

biiylime ve ¢ogalmay1 arttirmaktadir.
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Cizelge 1. 4. Yaygm bi¢cimde kullanilan oksinlerin kisaltma ve kimyasal isimleri (Smith,
2000)

Kisaltma Kimyasal isim

2,4-D 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
2,4,5-T 2.,4,5-Triklorofenoksiasetik asit
Dicamba 2-metoksi-3,6-diklorobenzoik asit
IAA Indole-3-asetik asit

IBA Indole-3-butirik asit

MCPA 2-metil-4-klorofenoksi asit

NAA I-naftalenasetik asit

Picloram 4-amino-2,5,6-Trikloropikolinik asit

Cizelge 1. 5. Yaygin bi¢imde kullanilan sitokininlerin kisaltma ve kimyasal isimleri
(Smith, 2000)

Kisaltma Kimyasal isim

BAP 6-benzilaminopiirin

2iP (IPA) [N6-(2-1sopentil) adenin]

Kinetin 6-furfurilaminopiirin

Thidiazuron 1-fenil-3-(1,2,3-thidiazol-5-yl) urea

Zeatin 4-hidroksi-3-methil-trans-2-
butenilaminopiirin

1.3.Bitkilerde Hiicresel Totipotensi

Organizmalarda hiicre boliinmesi ile meydana gelen her bir hiicre, hiicre disindan
gelen sinyallere gore farklilasma gecirerek bulundugu dokuya 6zgii hiicreye
dontismektedir. Yiiksek oranda olgunlasmis ve farklilasmis bitki hiicreleri boyle bir
farklilasma gecirdikten sonra, hiicre membranina ve islevsel bir ¢ekirdege sahip olduklar1
siirece meristematik bir sathaya geri donme yetenegine sahiptirler (Cordiik, 2007). Bitki
hiicrelerinin sahip oldugu bu o6zellik, totipotensi yani biitiinii verme yetene§i olarak
adlandirilmaktadir. Bitki hiicreleri, bu yetenekleri sayesinde, bir hiicre tipinden diger hiicre

tipine doniisebilir ve tam organizasyonlu bir bitkiyi olusturabilmektedir.
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Totipotensi 6zelligi, cogunlukla bitkide bir hiicrenin son farklilasmaya ugramasimdan
sonra tamamiyla kalir. Farklilagmis bir hiicre, totipotensi 6zelligini ifade etmek i¢in ilk
once yeniden farklilasmanin izledigi tersine farklilasmaya ugrar ve daha sonra yeniden
farklilasma geg¢irir. Bir bitki hiicresinin meristematik bir sathaya geri donme, derecesi in
situ de ulastig1 fizyolojik ve sitolojik duruma baglh olarak gerceklesmektedir (Gautheret,
1966). Boliinmedeyken, cogalmalarini destekleyen besin ortaminda biiyiiyen farklilagsmis
dokulardaki durgun hiicreler, ilk 6nce meristematik sathaya kesin degisimi basarirlar. Bu
asamada hiicre igerisinde fonksiyonel olmayan hiicresel bilesenlerin lizozomal aktivite

ortadan kaldirilmalar1 gergeklesmektedir (Bornman, 1974).

Doku kiiltiirii teknigi, sadece hiicrelerin totipotensi 6zelligini ortaya koyan etkenleri
calismak icin miikkemmel bir firsat degil ayn1 zamanda sitolojik ve histolojik farklilagmay1

kontrol eden etkenlerin arastirilmasina izin veren bir tekniktir.

1.4. Bitkilerde Rejenerasyon

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem, embriyo gibi ¢esitli parcalarindan yeni
bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir. Cok hiicreli
Okaryotik organizmalar totipotensi Ozellikleri sayesinde tek bir hiicreden tam
organizasyonlu bir organizmaya rejenere olabilme yetenegine sahiptirler. Bitki doku
kiiltiirii 1slemlerinde kullanilan temel sistem, bitki rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu;
organize olmus meristematik hiicreleri iceren somatik hiicrelerden rejenerasyon,
meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon, mayoz bdliinme geg¢irmis

gametik hiicrelerden rejenerasyon olarak ayrilmaktadir (Babaoglu ve ark., 2002).

Adventif organlardan ya da somatik embriyolardan rejenerasyon; segilen bitkinin
tiirtine oldugu kadar endojen ve ekzojen bir¢ok faktorlere de baglidir. Bu faktorler; segilen
bitki eksplanti, kiiltiiriin ¢cevresel kosullary, besin ortami ve bitki biiyiime diizenleyicileri
olarak siralanabilmektedir. Bu faktorler arasinda bulunan ve baslica role sahip olan bitki
biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarmin bitki rejenerasyonunu
yonettigi birgok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur (Molnar ve ark., 2005). Ozellikle
oksin/sitokinin orani, in vitro morfogenik islemlerde rejenerasyonu saglayan en 6nemli
faktor olarak goriilmektedir (Christianson ve ark., 1983). Yiiksek oksin/sitokinin orani,
genellikle kok olusumunu tesvik ederken, diisiik oksin/sitokinin orani ise silirgiin

olusumunu tesvik etmektedir. Diger taraftan esit oksin/sitokinin orani organize olmamis
8
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hiicresel cogalmaya ve kallus olusumuna sebep olmaktadir (Yamaguchi ve ark., 2003).
Kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin miktarlariin yani sira ¢esitlerinin de farkh kok
ve slirgiin olusumundan sorumlu oldugu ortaya konmustur (D'Onofrio ve ark., 2006).
Yapilan bir caligmada sitokininlerden kinetin (Kin)’in, benzilaminopiirine (BAP) gore daha

diisiik biyolojik etkinlige sahip oldugu bulunmustur (Khanam ve ark., 2000).

1.5.Bitkilerde In Vitro Kiiltiir Tipleri

Kiiltiirler genellikle bir biitiin bitkinin steril pargalarindan baslatilir. Bu pargalar
“eksplant” olarak adlandirilir ve bunlar organ parcalarindan, yaprak veya koklerden, polen
ve endosperm gibi 6zel hiicre tiplerinden elde edilebilirler. Kiiltiir baglatilmasimda birgok
neden eksplanti etkileyebilir. Genellikle geng ve daha hizli biiyliyen (veya dokularin erken
gelisim evreleri) dokularin daha etkili oldugu bilinmektedir (Smith, 2000).

1.5.1. Bitkilerde In Vitro Kallus Kiiltiirii

Bazi bitki tiirlerinde mekanik yaralanmaya reaksiyon olarak yaralanma yerlerinde
olusan farklilasmamis parankimatik hiicreleri iceren yigmma kallus dokusu adi
verilmektedir. Uyarilmay1 birgok faktor etkileyebilmektedir. Mineral besin elementleri ve
bitki biiylime diizenleyicileri gibi kimyasal faktorler, 151k sicaklik, nem gibi cevresel
faktorler ve bitkinin genetik yapisi, genotipi bu faktorler arasinda sayilabilmektedir. Bu
ylizden, bir bitki tiiriinde kallus olusumu, bir ortamda tesvik edilebilirken diger bir tiirde
basarisiz olabilmektedir. Kallus kiiltiiriinde genellikle govde ve koklerdeki kambiyal
dokular kullanilmakla birlikte; meyve, polen, endosperm, olgun ya da olgun olmayan

embriyo da baslangi¢ materyali olarak kullanilmaktadir (Cordiik, 2007).

Oksin ve sitokinin degerleri bitki rejenerasyonu igin dnemli bir asamadir. Ozellikle
oksin/sitokinin orani in vitro morfogenik islemlerde rejenerasyonu saglayan en onemli
faktor olarak goriilmektedir. Yiiksek oksin/sitokinin orani genellikle kok olusumunu tesvik
ederken, diisiikk oksin/sitokinin orami ise siirgiin olusumunu tesvik etmektedir. Diger
taraftan esit oksin/sitokinin orani organize olmamig hiicresel ¢ogalmaya ve kallus
olusumuna sebep olmaktadwr. Kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin miktarlarmin
yani sira c¢esitlerinin de farkli kok ve siirgiin olusumundan sorumlu oldugu ortaya
konmustur. Oksin ve sitokinin hormonlarmin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak kallus

gelisimi saglanir.
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Kallus, genetik, patoloji, biyokimya, anatomi, morfoloji, fizyoloji, sitoloji
alanindaki arastirilan temel problemlerin incelenmesi ve ¢ozliimil ig¢in deneysel sistem
olarak islev gormektedir. Bitki biyoteknolojisinde ise, kallus kiiltiirii in vitro ¢ogaltim,

somaklonal varyasyon ve hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasi amaciyla kullanilir.

Besin ortamina konulan kallus dokusundan bitki rejenerasyonu, adventif organ olusumu
(organogenesis) ve somatik embriyolarin olusumu (embriyogenesis) yolu ile meydana
gelmektedir. Besin  ortamma ilave edilen bitki biliylime diizenleyicilerinin

konsantrasyonlar1 kallus dokusunun hangi yolu izleyecegini belirler.

Sekil 1.1. Yapay besin ortaminda gelisen kallus kiiltiirii (Cordiik, 2007)

1.5.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Kallus kiiltiirleri kabaca siki ve kolay dagilabilir olarak sik1 ve gevrek seklinde iki
kategoriden olusur;. Sik1 kallus hiicreleri daha yogundur ve hiicreler daha sert bir yapidadir
buna karsin diger tipteki kallus hiicreleri ise daha gevsek yapida ve kolay ufalanabilir
haldedir. Hiicre siispansiyon kiiltiiriine gevrek yapidaki kallus hiicreleri kaynaklik eder. Bu
sekilde kallus kiiltiiriiniin korunabilmesi i¢in genellikle ¢ok sik alt kiiltiire alinmalar1
gerekmektedir. Kirilgan kalluslar kati1 ortamlarda olusturulabilecegi gibi kimi zaman yar1
kat1 (diisikk konsantrasyonda jellesme ajani kullanilarak) ortamlarda da kullanilmaktadir.
Hiicre siispansiyon kiiltiirii ortami kurulmak istenildiginde bu kirilgan kallus hiicre
kiimeleri alinarak sivi ortama konularak stirekli sekilde ¢alkalanir. Uygun kosullar altinda
bu hiicreler ¢ogalmaya devam edecek ve hiicre siispansiyon Kkiiltiiriiniin devamliligi

saglanacaktur.

10
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Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin devamlilig1 koni seklinde erlenler kullanilarak daha
kolay saglanmaktadir. Bu kiiltiirler devamli olarak alt kiiltiirleme yapilarak taze kalmalari
saglanir. Alt kiiltirleme sirasinda  seyreltme orami her kiiltiir i¢in ampirik olarak
belirlenmelidir. Alt kiiltiirleme sirasinda seyreltme orani ¢ok fazla oldugunda biiyiimede
zaman kaybi olacaktir bunun disinda ¢ok az oranda seyreltme gergeklestirildiginde ise

transfer sonrasi §llimler gerceklesecektir.

1.5.3. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler bitkiler tarafindan tretilen ve giiniimiizde bir¢cok sektdrde
hammadde olarak kullanilan bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan iliskisi
olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri ile dogrudan iliskili primer
metabolitler (protein, yag, karbonhidrat) kadar onemli olan kimyasal maddelerdir. Bu
kimyasal maddelerin dnceden hicbir ise yaramadigi bitkiler tarafindan tiretilen atik madde
oldugu varsayiliyordu. Ancak daha sonralar1 anlasildi ki bu maddelerin bitkide; savunma,
korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek i¢in bitkiler tarafindan
gelistirilmis olduk¢a karmasik mekanizmalarin {riinleri oldugu anlasildi. Sekonder
metabolitler, organizma herhangi bir stres durumuyla karsilastigi zaman faaliyete gecen
Ozellesmis metabolik yollar tarafindan iretilirler. Bu drlinlerin ara metabolizma
iirtinlerinden farki, organizmanin biiylimesi ve iiremesi i¢in mutlak gerekli olmamalaridir.
Buna ragmen organizma i¢in Onemli birtakim fonksiyonlar istlenirler. Atiklarin
uzaklastirilmasi, detoksifikasyon, savunma ve hiicreler arasi haberlesme bu fonksiyonlar
arasindadir. Uretildikleri organizma igin iistlendikleri bu ¢esitli gdrevlerin disinda sekonder
metabolitler antibiyotik, kemoterapotik, pestisid, immiinsiipresif, antilipolitik ajan gibi ¢cok
cesitli farmasotik fonksiyonlara da sahiptir ve bu etkileri nedeniyle yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Fonksiyonlarindaki cesitlilie benzer sekilde, bu bilesikler kimyasal
yapilar1 bakimidan da ¢ok biiyiik cesitlilik gdsterirler (Verpoorte ve ark., 2002).

Sekonder metabolitlerin giinliik hayattaki 6nemine gelince bu kimyasallar basta ilag
sanayisinin hammaddesi olup kozmetik, besin katki maddesi, zirai ilag sanayiinde ve
bircok kimya sektoriinde kullanilmaktadir. Cizelge 1.6’da baslica sekonder metabolitler

verilmistir;
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Cizelge 1. 6. Bitkilerde Sekonder Metabolitler ve Kiiltiir Tipleri (Oskay ve ark., 2009)

Bitki Ismi Aktif Madde Kiiltiir Tipi
Catharanthus roseus Indol alkalloidleri Hiicre siispansiyon
Allium sativum L Alliin Kallus

Capsicum annum L Capsaisin Hiicre Siispansiyon
Catharanthus roseus Catharanthin Hiicre Siispansiyon
Coffea arabica L Kafein Kallus

Digitalis purpurea Cardenolides Hiicre Siispansiyon
Nicotiana tabacum L Nikotin Hiicre Siispansiyon
Papaver somniferum L Alkaloidler Kallus

Papaver somniferum L Morfin, Codein Hiicre Siispansiyon
Portulaca grandiflora Betasiyanin Kallus

1.5.4. Protoplast Kiiltiirii

Protoplast hiicre duvarmmdan armndirilmis hiicre yapisidir. Protoplast filizyonlar:
genellikle yaprak mezofil hiicrelerinden ve siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilirler fakat
diger kaynaklarinda avantajli olabilecegi bilinmektedir. Hiicre duvarinin ortadan
kaldirilmast i1ki farkli yontemle; mekanik ve enzimatik izolasyon uygulanarak

yapilabilmektedir.

Mekanik izolasyonda hasarli kiiltiir hiicrelerinden salinan bazi kimyasal nedeniyle
kaliteli olmayan kotii bir performans olussada siklikla tercih edilen bir yontemdir.

Enzimatik izolasyon yonteminde ise, genellikle basit bir tuz ¢ozeltisi ile saglanwr. Yiiksek

12
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kalitede ve saflikta elde edilmek istendiginde selillaz ve pektinaz enzimlerinin bir

karisimin1 kullanmak olagandir (Babaoglu ve ark., 2002).

1.5.5. Kok Kiiltiirii

Kok kiiltiirleri in vitro eksplant kaynagindan, birincil ya da lateral kok ucu
eksplantlarindan kolayca kurulabilecek bir kiiltiir tipidir. Kokler belirsiz organ oluslari ile
in vitro kiiltirde smnirsiz gelisim potansiyeline sahiptirler. Kok kiiltlirleri modern bitki
hiicre kiltlirii ¢galismalarinda ilk olarak kullanilan ve olusturulan kiiltiir tipi olmalarmna

ragmen yaygin bitki rejenerasyon ¢alismalarinda ¢ok sik kullanilmazlar (Smith, 2000).

1.5.6. Siirgiin Ucu ve Meristem Kiiltiirleri

In vitro siirglin ucu kiiltiirii, aksiler veya adventif tomurcuklardan olusan siirgiin

yiginindan elde edilerek kurulurlar. Bu yontem klonal ¢ogaltim i¢in kullanilabilmektedir.

Stirglin  meristem kiiltlirlerinin  kurulumu daha fazla verimlilik ve genotipik
bagimlilik nedenleriyle tahil iirlinleri rejenerasyonlarinda yaygin olarak uygulanmaktadir
(Smith, 2000).

1.5.7. Embriyo Kiiltiirii

Embriyolar kallus kiiltiirleri veya somatik embriyo olusturmak icin eksplant olarak
kullanilabilirler. Hem olgunlasmamis hem de olgun embriyolar eksplant kaynagi olarak
kullanilabilir. Olgunlagsmamis, embriyo kokenli embriyogenik kallus monokot bitki

rejenerasyonunda kullanilan en popiiler yontemdir (Smith, 2000).

1.5.8. Mikrospor Kiiltiirii

Haploid doku bir eksplant kaynagi olarak polen veya anter kullanarak in vitro kiiltiir
seklinde olusturulabilir. Erkek gametofitin icerdigi polen “mikrospor” olarak isimlendirilir.
Hem de kallus hem de embriyo polenden elde edilebilir. Haploid dokulardan in vitro kiiltiir
iiretmek icin iki ana yaklasim kullanilmaktadir. Ik yontem eksplant olarak anter
kullanilarak in vitro kiiltiir kurulumudur. Anterler, kati kiiltiir ortamina alinir (agar icerdigi

engelleyici maddeler nedeniyle kullanilmamalidir) (Smith, 2000).
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1.6. Bitkilerde In Vitro Rejenerasyon

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem, embriyo gibi cesitli parcalarindan yeni

bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir.

1.6.1. Somatik Embriyo olusumu (Somatik embriyogenesis)

Somatik embriyogenesis, in vitro bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya
organindan embriyo elde edilmesidir. Somatik embriyogenesiste bagimsiz vaskiiler sistemi

olan ve kok ile siirgiin aksisini i¢eren iki kutuplu yap1 meydana gelmektedir.

In vitro kiiltiir sartlar1 ve besin ortami bilesenlerinden Ozellikle bitki biiylime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlarmin uygun olmasi sonucu bir bitkinin herhangi bir
somatik hiicre, doku veya organindan somatik embriyo elde etmek miimkiin

olabilmektedir.

1.6.2. Organogenesis (Organ Olusumu)

Organogenesis, hiicrelere ve dokulara baski uygulayip bazi degisikliklere sebep
olunarak siirglin veya kok primordiyumu (taslagi) diye isimlendirilen tek kutuplu bir
yapinin meydana gelme siirecidir. /n vitro organ gelisimi, indirekt organogenesis ve direkt
organogenesis olmak tiizere ikiye ayrilmaktadir. Indirekt organogenesiste, meristematik bir
merkezin ve bunu takip eden siirglin veya kok olusumundan dnce alman eksplant dokusu
organize olmamig kallus kiimesinin olusmasit i¢in uyarilmaktadir. Dogrudan
organogenesiste ise, kallus gelisimi olmaksizin siirglin  veya kok olusumu

gerceklesmektedir (Babaoglu ve ark., 2002).

Eksplantin ortama konulmasindan belirgin bir organ ortaya ¢ikmasina kadar gegen
siirede, iic ayr1 asamada degerlendirilebilecek olaylar gergeklesir. Bu asamalar sirasiyla
yeterlilik, kararlilik, morfolojik farklilasmadir. Yeterlilik asamasinda, ortama konulan bitki
hiicre veya dokular organogenik bir uyarim i¢in belli bir yetenek, yeterlilik kazanmaktadir.
Bu asamada 6ncelikle olgun eksplant dokusunun tersine farklilasmasi gergceklesmektedir.
Ikinci asamada; ortamdaki bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 ve
kombinasyonlar1 ile hiicreler belirli bir gelisme tipi (kok, siirglin, veya kallus) i¢in
sartlandirilmalar1 yani kararli bir hale gelmeleri gergeklesir. Son asama ise, morfolojik
farklilasma ve gelisme tamamlandig1 ve belirgin organin goziikmeye basladigi asamadir.

Bu gelismenin tamamlanmas1 herhangi bir ortamda gerceklesebilir. Tkinci asama sonunda
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hiicre veya hiicreler herhangi bir organogenik yol i¢in bir kere kararli hale gelmislerse

bundan sonra meydana getirecegi organ tipini degistirmek miimkiin degildir.

Organogenesisdeki anahtar morfolojik 6zellik, meristematik merkezlerin
olusumudur. Direkt ve indirekt organogenesisin her ikisinde de meristematik merkezler
vakuollii parankima hiicrelerinden olusmaktadir (Ross ve ark., 1973). Bu hiicreler yap1
olarak kiiclik, izodiyametrik, ince duvarli ve yogun bir sekilde boyanan belirgin
cekirdeklere sahip hiicrelerdir. Meristemoidler ise bu hiicrelerin bir araya toplanmasi ile
karakterize edilmektedir. Meristemoidler, gelisimlerinin erken doneminde, morfogenik
olarak plastisite ve embriyo, ¢igek, yaprak, siirgiin, koke farklilagan bircok tipte primordiya

hiicrelerine gelisme yetenegine sahiptir.

Organogenesis siirecinin, beceri kazanma, morfogenik izyollarin belirlenmesi ya
da atanmasi, morfolojik farklilasma ve gelisme igeren bir¢cok farkli safhalarin icinde
ilerledigi gosterilmistir (Christianson ve ark., 1983). Morfogenik izyollarin belirlenmesi,
ekzojen bitki biiyime diizenleyicileri yoklugunda devam edebildigi zaman

tamamlanmaktadir (Dhaliwal ve ark., 2003).

1.7.Bitkilerde Stres Faktorleri

Biyotik ve abiyotik ¢evre etmenlerinin bitkilerde meydana getirdigi degisiklikleri
stres olarak ifade ederiz. Stres, dnemli fizyolojik ve metabolik degismelere yol agarken,
bitkide biiyiime ve gelismeyi olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Bitkilerde farkli
metabolik {riinler iiretimine ya da {iretilen metabolik iirlinlerde nitelik ve nicelik
bakimmdan kayiplara neden olurlar. Bitkilerde stres kosullar1 asagidaki tabloda

incelenebilir;
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Cizelge 1. 7. Bitkilerde Biyotik ve Abiyotik Stres Faktorleri

Biyotik Stres Faktorleri Abiyotik Stres Faktorleri
Patojenler Sicaklik
Zararhlar Su
Diger Organizmalarla Rekabet Radyasyon
Kimyasallar

Diger Stres Faktorleri (ses vb.)

Su stresi ile ilgili denemeler in vitro olarakta yapilmaktadir. In vitroda yapilan bu
stres denemelerinin pratikligi ve cabuk sonu¢ aliabilmesi biiyiik bir avantajdir. Bu tiir
denemelerde doku kiiltiirii sartlarinda kuraklik stresi olusturmak icin ortamm su
potansiyelini diistiren NaCl, Mannitol, Sakkaroz, Polietilenglikol gibi osmotik ayarlayicilar
arastiricilar tarafindan kullanilmaktadir. Polyetilenglikol, sahip oldugu yiiksek molekiil
agirligi nedeni ile digerlerine tercih edilmektedir. PEG molekiiliiniin iri boyutta olmasi,
plazmalemma ve symplasta girisini engellemekte ve metabolik {irlinleri dogrudan

etkilemedigi ileri siiriilmektedir (Yirekli ve ark., 1995).

Catharanthus genusu 8 tiir icermektedir ki bunlar yar1 c¢alims1 (30-90 cm.
uzunlugunda) genellikle dik veya yatik, beyaz latex iireten ayn1 zamanda zarar gordiigiinde
cok giiclii keskin bir koku yayan tiirlerdir (Anonymous, 1992). Catharanthus roseus (L) G
Don, ingilizce yaygin adiyla Madagascar periwinkle veya Tiirkge halk arasinda kullanilan
adiyla “Pervane”; (Se¢men ve ark., 1987) igcerdigi alkalloidlerin sayica ¢oklugu (90’dan
fazla indol alkalloidi)sebebi ile uzun yillar ¢ok sayida arastirmaya konu olmustur (Ak¢am
ve ark., 2000). Catharanthus roseus pantropik bir dagilim gosteren; dogal yasam alani
Afrika, Amerika, Asya, Avustralya, Giiney Amerika ve bazi1 Pasifik okyanusu adalarinda
olan bir bitkidir (Aslam ve ark., 2008). Fakat genel bilgi olarak bu bitkinin Madagaskar
endemigi oldugu bilinmektedir, bunun disinda farkli alanlarda insansal yollarla
gelistirilmislerdir. Catharanthus roseus, gesitli kanser tiirlerinde kullanilan vinblastin ve

vincristin metabolitlerinin tek kaynagi olmasi bakimindan 6nemli dikotil tibbi bir bitkidir
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(Aslam ve ark., 2009). Catharanthus roseus bitkisinden elde edilen vinca alkalloidleri
kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanilir. Vinblastin ve vincristin kan kanserine
kars1 etkilidir. Bununla beraber amotin (indol alkalloidi) gii¢lii bir anti-l6semi aktivitesine
sahiptir. Vindesin; vincristin ve vinblastin sitotoksik aktiviteye sahiptir. Zengin igerikli
sekonder metabolitleri in vitro kosullarda elde edebilmek i¢in farkli yontemler
kullanmilmistir. Bu caligmalarda; bitkiye ait yaprak, kok, govde ve hipokotil gibi
kisimlardan alinan eksplantlarla kallus tiretimi yapilarak kallustan sekonder metabolit
iiretimiyle orantili olarak kallus biyokiitlesinin arttirilmasina yonelik caligmalar 6nem

kazanmustir.

Bu caligsmada; tibbi agidan 6nemli vinblastin ve vincristin gibi bilesikleri salgilayan
Catharanthus roseus tliriinden in vitro ve in vivo eksplant kaynagi kullanilarak farkli
konsantrasyonlarda bitki biiyliime hormonlar1 kullanilarak kallus elde edilmesi ve en uygun

bitki biiylime hormonu sekli ile en uygun konsantrasyonun se¢ilmesi amaglanmustir.

Elde edilen kallus hiicreleri belirli zamanlarda alt kiiltiirleme ile belli bir kallus
biyokiitlesi olusturulmasi ve bu kallus biyokiitlesine ortamda su tutan ajanlardan D-
mannitol, polietilen glikol ve hidrojen peroksit gibi kimyasallar kullanilarak bu kallus

biyokiitlesine etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

In vitro kosullarda MS ortamimna alinan ve buradan bitki gelisimi saglanan
tohumlardan gelisen direkt siirgiin, kok ve govde eksplantlar1 almnarak farkli
konsantrasyonlarda 2,4-D, Kinetin ve BAP iceren MS ortamlarina yerlestirilirler. Bu
eksplantlardan elde edilen kallus kiiltiirleri ise devamli olarak alt kiiltiire alinarak
biyokiitlece arttirilmistir ve kallus taze ve kuru agrliklari Olgiilmistiir. Kallus alt
kiiltiirleme ortamlarmda MS ortamma 2,4-D, Kinetin, BAP ve NAA biiylime
diizenleyicileri farkli konsantrasyonlarda eklenmistir. Bu kalluslardan olusan direkt
siirgiinlerinde kuru veyas agirliklar1 incelenmistir. Alt kiiltiirleme ile biyokiitlesi arttirilan
kalluslarda (Arvind ve ark., 2007) metodu ile alkalloid saptanmasi yapilmistir (Kyung-
Hwan, 2001).

In vitro kosullarda MS ortaminda tohum ¢imlenmesi sonucu elde edilen bitkicikler
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Eksplant kaynagi olarak kullanilan bitkiciklerden
kallus eldesi icin eksplantlar farkli konsantrasyonlarda NAA ve BAP iceren MS
ortamlarina aktarilmislardir. Kallus olusumundan sonra bu kalluslar eksplantlardan
ayrilmig ve taze ortamlara aktarilmislardir. Kalluslarin diizenli olarak alt kiiltiirlemesi
yapilarak c¢ogalmasi (biyokiitlesinde artis) saglanmistir. Bunlar kontrol grubunda
yapildiktan sonra kalluslar farkli oranlarda PEG 600 stres faktoriinii igeren MS ortamlarma
almarak kallus dokusundaki farkliliklar incelenmis ve rapor edilmistir. Diger bir stres
faktorii olan PEG 3350 de kalluslarin aktarildigi ortama farkli oranlarda eklenerek PEG
600 gibi dokular iizerine etkisi rapor edilmistir. Bu kalluslarin tamamu hiicre siispansiyon
kiiltiirii olusturmak icin yapilmistir ve hiicre siispansiyon kiiltiirii olusturularak sekonder
metabolit eldesi amaclanmistir. Bu ¢alismanin sonunda elde edilen sekonder metabolit
miktar1 ve kallus biyokiitlelerindeki degisimlerin tamami rapor edilmistir (Ak¢am ve ark.,

2000).

MS ortaminda ¢imlendirilen Capsicum annuum tiiriniin farkl varyetelerinin bitki
biiylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarinda polietilen glikol ile yaratilan stresi

ne sekilde diizeltebildiginin saptandigi bir arastirmada, farkli oranlarda polietilen glikol
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iceren MS ortamlarmin farkl cesitler {izerindeki biyokiitle degisimi kallus olusumundan

sonra biyokiitle 6l¢iimlerinin saptanmasi ile gergeklestirilmistir (Aki, 2005).

Bu calismada bitki rejenerasyonu vasitasiyla gelisen somatik embriyolarma
olusturulan in vitro ortamin etkileri incelenmistir. Catharanthus roseus bitkisinden somatik
embriyo olusum basamaklar1 lice ayrilmistir; baslatilma ve cogalma, olgunlagsma ve
filizlenme veya yeni bitkicik olusturma. Somatik embriyo gelisimine etki eden ortam
kosullarin1 bulmak i¢in farkli kombinasyonlarda ve farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D,
NAA, GA3, PEG (polyethylene glycol) hormonlar1t MS ortamina ilave edilerek uygun
kombinasyonlarin ve uygun konsantrasyonlarin se¢imi incelenmistir (Dhandapani ve ark.,

2008).

Bu calismada farkli oksin ve sitokininler farkli konsantrasyonlarda kullanilarak
embriyonik kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun gerceklesmesi saglanmustir.
Embriyonik kallus olusumu i¢in MS ortamma farkli konsantrasyonlarda CPA
(chlorophenoxyacetic acid) ve 2,4-D hormonlar1 eklenmistir ve sonuclar incelenmistir.
Olusan embriyonik kalluslar ise farkli konsantrasyonlarda BAP ve GA3 igeren MS
ortamlarina alinmistir. Daha sonra, olgun yesil embriyonik kalluslar koklenmeleri i¢in
farkli konsantrasyonlarda oksin iceren MS ortamlarina aktarilmistir. Bunun disinda bitki
rejenerasyonu i¢inde yine oksin ve sitokininlerin eklendigi MS ortamlar1 kullanilmistir

(Cordiik, 2007).

Farkli besin ortami ve eksplant cesitlerinin Catharanthus roseus (L.) G. Don
bitkisinde kallus olusumu {izerine etkilerinin arastirildig: bir ¢aligmada , bitkinin yaprak ve
govde pargalar1 ekplant kaynagi olarak kullanilmistir. Besin ortami olarak 2 mg/L NAA +
3 mg/L BA veya 2 mg/L NAA + 5 mg/L BA ilave edilmig MS ortami1 , 2 mg/L Kin veya 2
mg/L NAA + 5 mg/L BAP Philips-Collins ortam1 ve 2 mg/LL NAA + 5 mg/L BA igeren
modifiye edilmis MS ortami, ¢alismada kullanilmistir. En iy1 kallus olusmu 2 mg/L NAA
ve 3 mg/L BA ilave edilmis MS ortaminda gézlenmistir (Ak¢am ve ark., 2000).

Catharanthus roseus (L.) G. Don bitkisinin materyal kullanildig1 diger bir ¢alismada,
govde pargalart 2 mg/L NAA ve 5 mg/L BAP iceren MS ortamma almmis ve kallus

dokusu meydana gelmistir. Bu ortamda olusan kallus dokusu farkli oranlarda bitki biiyiime

19



BOLUM 2- ONCEKi CALISMALAR Damla ERDEN

diizenleyicileri iceren siirglin rejenerasyon ortamina aktarilmistir. 4 mg/L NAA ve 2 mg/L
BAP ilave edilmis ortama aktarilan kallus dokusunda, gram basmna 11,9 +£0,8 siirgiin
olusumu gdzlenmistir. Rejenerasyonu saglanan siirgiinler, daha sonra farkli miktarda oksin
iceren MS ortamina aktarilmis ve 1 mg/L NAA iceren MS ortamina aktarilan siirgiinlerin
iyl bir sekilde gelistikleri gézlenmistir. Calisma sonunda, olgun siirglinler koklendikten

sonra dig ortama aktarilmistir (Ak¢am ve ark., 2001).

Bu calisma da, Catharanthus roseus bitkisinden elde edilen siki kallus kiitlesini
(CCC) belirli derecelerde etkileyen hiicresel ve doku farklilasmasi gibi kesin degerler
belirtilmistir. Sik1 kallus kiitlesi daha normal dagilmis hiicre kiiltiirlerine oranla iki kat
daha fazla indol alkalloidleri sentezledigi gosterilmistir. Calismada ortama ilave edilen
KCL, mannitol, ¢esitli sentetik onciiler ve bio-regiilatorlerin indol alkalloidlerinin iiretimi
ve alkalloidin ortama birakilmasi iizerine olumlu etkileri kaydedilmistir. 250 mM mannitol
ve 4 g / 1 KCl eklenen ortamlarda sirasiyla 42.3 mg /1" ve 33,6 mg /1™ ajmalisin iiretimi
gozlemlenmistir ve bu miktarlar kontrol gurubunun 4 kati degerdedir. Siiksinik asit,
tryptamine ve triptofan eklenmis ortamlarda kaydedilen ajmalisin degerleri sirasiyla; 41.5
mgl™, 36.9 mg I'' ve 31.8 mg I"" seklindedir, katharin iiretimi degerleri sirasiyla; 21.1 mg
", 17.2 mg I''ve 18 mg I'' seklinde kaydedilmistir, sik1 kallus kiiltiirii ortamuna ilave
edilen geraniol ise biyokiitle artisini ve alkalloid {iretimini inhibe etmistir. Ayrica siki
kallus kiiltiirii ortamma tetrametil amonyum bromiir ilavesinde de ajmalisin (49.3 mg I'')

ve katharin (18.3 mg 1'1) iretiminde belirli bir artis gdzlenmistir (Zhao ve ark., 2001).

Bu calismada, Catharanthus roseus (L.) G. Don bitkisi uygulanan ozmotik stres ve
prolin (PRO) metabolizmasi, antioksidan enzim aktiviteleri ve indol alkaloit birikimine
bagh kuraklik gibi farkli faktorler i¢in cesitli su diizenleme sistemleri gelistirmistir.
Saksida biiyiitiilen bitkilerde 10,15,20 ve 30. giinlerde diizenli olarak stres faktorleri ve
sulama yapilarak kontrol edildi. Bitkilerden 41 tanesi 10 giin periyodunda, 46 tanesi 15
glin periyodunda ve 51 tanesi 20 gilin periyodunda koklerinden alinarak sokiildiiler.
Kuraklik stresi altindaki bitkilerde aminoasit (AA), glisin betain (GB), PRO igeriginde
artig, prolin oksidaz (PROX) enzim aktivitesinde ise azalma ve y-glutamil kinaz (y--GK)
aktivitesinde ise kontrol grubuna goére artis gézlenmistir. Peroksidaz (POX) ve polifenol
oksidaz gibi antioksidan enzimlerin (PPO) kuraklik stresi uygulanan bitkilerde kontrol

grubu bitkilerinde oranlar artis gozlenmistir. Kuraklik stresi altindaki Catharanthus roseus
20



BOLUM 2- ONCEKi CALISMALAR Damla ERDEN

bitkilerinde kontrol gurubundan farkli olarak siirgiinler ve koklerde toplan indol alkalloid
iretiminde artis gozlemlenmistir. Sonug olarak, kuraklik stresi altindaki C.roseus gibi tibbi
onemi yliksek bitkilerde PRO metabolizmasinda, osmotik regiilasyonda, savunma

sistemlerinde belirgin artiglar rapor edilmistir (Jaleel ve ark., 2007).

Catharanthus roseus olgunlasmamis zigotik embriyo kaynakli embriogenic hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde (Madagaskar periwinkle) bitki rejenerasyonu i¢in gerekli kiiltiir
kosullar1 'Little Bright Eye' olarak aciklanmistir. 4,52 uM 2,4-diklorofenoksi asetik asit
(2,4-D) ile desteklenmis % 20 oraninda Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire
alman olgunlasmamis zigotik embriyo kiiltiirlinde 8. hafta sonunda yar1 berrak ve kolay
dagilir sekilde kalluslar olugsmustur. 4 haftalik araliklarla MS ortaminda alt kiiltiire alinan
toplam embriyonik kalluslarda yar1 berrak kolay ufalanabilir ve diisiik oranda sarimsi
kalluslar gozlemlenmistir. MS bazal ortamina aktarim sirasinda, bir¢ok sayida embriyonik
kallusun somatik kallus sekline ge¢mesine neden olmustur. Hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde 4,52 uM 2,4-D eklenen sivi MS ortami kullanarak embriyonik kallus eldesi
saglanmistir. Hiicre slispansiyon kiltiirii ortaminda gelisen ve MS basal ortami alinan
embriyonik hiicre yiginlar1 %56.7 oraninda kii¢iik bitkicikler vermislerdir. Bitkiciklerin
toprak saksi igine aktarimlar1 gerceklestirildi ve bir biiyiime odasinda biiyiimeleri beklendi

(Kim ve ark., 2004).

Su stresine tolere olmus secilen hiicrelerdeki mekanizmalar halen arastirilmaktadir
(Singh ve ark., 1989). Polietilenglikol' iin %15'den %30' a kadar artan konsantrasyonlarinin
hiicre hatlarmin kurakliga toleranslarini artirdigi fakat bu toleransin osmotik kosullar
icermeyen ortamlarda polietilenglikole adapte olmus hiicrelerin subkiiltiire alinmasi
sonucunda hizla kaybedildigi goézlenmistir (Bressan ve ark., 1982). Farkli iirtinlerde
osmotik ayarlama kapasitesi ve kuraklifa tolerans arasinda pozitif bir iligki bulundugu
belirlenmistir (Parsons ve ark., 1984). Polietilenglikoliin kirmizi biberlerin hiicre
kolonilerinin gelisimi, osmotik potansiyelleri ve iyon degisimleri iizerine etkileri de
calisilmistir. Farkli hiicre kolonilerinden bir tanesi %20 ve %25 PEG 8000' in
konsantrasyonlarinda gelisebilmistir. Diger koloni ise %5 ve %10 PEG 8000'in varliginda
subkiiltiire alindiktan sonra en yiiksek hiicre kiitle tiretimi degerlerini vermistir, %15 veya
daha yiiksek PEG varliginda ise gelisme 6nemli ol¢iide engellenmistir (Santos-Diaz ve

ark., 1994). Kurakliga tolerant hiicre hatlarinda osmotik ayarlamaya katkida bulunan
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hiicreler arasi eriyebilen maddelerin olctimleri ile ilgili olarak sinirli sayida arastirmalar
yapilmistir (Handa ve ark.). Kuraklik stresi altinda bulunan farkli bitki tiirlerinde K+,
Seker, Prolin ve glisinbetain diizeylerinde artis oldugu gozlenmistir (Corchete ve ark.,
1986). Su stresi genellikle birbirine uygun olan prolin ve glisinbetain gibi eriyebilen
maddelerin birikiminde bir artisa neden olmaktadir. Bu maddeler, organellerin
stabilizasyonunu ve proteinlerin korunmasi gibi rolleri olan toksik olmayan osmotik eriyici
maddeler olarak kabul edilmektedir (Pahlich ve ark.). Benzer sonuglara in vitro kiiltiire
alman domates embriyolarinda da elde edilmistir. Tuz arttikgca Na+ ve CI iyonlar1 artmus,
K+ tyonu azalmistir. Prolin ve glisinbetain uygulamalar1 ise Na+ ve Cl- miktarini azaltmis

K+ "u arttirmistir (Tipirdamaz ve ark., 1993).

Bu calismada, Catharanthus roseus fidelerinde dis kaynakli H,O, uygulamasi
sonucunun vinblastin (VBL) ve onun 6nciileri olan vindoline (VIN), katharin (CAT) ve a-
3’,4’-anhidovinblastin (AVBL) iiretimine etkilerinin arastirilmasi icin bu oksidatif stres
altinda vinblastin aktivitesi ve Onciilerinin aktiviteleri sirasiyla 6lciildii. VBL birikiminin
onceden in vitro kosullarda H,O, bagimli peroksidaz (POD) gibi sentaz aktivitesi ile
diizenlendigi gosterilmistir. Bitkilerde deneysel olarak farkli konsantrasyonlarda H,O, ye
maruz birakildiklarinda, endojenik H,O, veyapraklarda alkkoloid birikiminin pozitif
seviyelerde arttig1 gozlenmistir. Farkli zaman periyotlarinda alkalloid konsantrasyonlari,
redoks tepkimesi sonucunda farkli konsantrasyonlarda H,O, degerleri, askorbik asit (AA),
oksidatif tiretim sonucunda ki glutathion (GSSG) ve POD aktivitesi gibi tepkime iiriinleri
farkli H,O; uygulamalar1 sonucu degistirilmistir. Alkalloidler ve redoks durumu arasimdaki
korelasyon analizi sonucunda VBL iiretiminin redoks tepkimeleri ile yakindan iliskili
oldugunu gosterilmektedir. Bu sonuclar 1s18inda C. roseus bitkisi iginde VBL
metabolizmalar1 ve redoks durumu arasinda yeni bir baglant1 saglanmistir (Tang ve ark.,

2009).

Catharanthus roseus bitkisi i¢in yeterli bir seviyede kriyoprezervasyon protokolii ile
embriyonik hiicre siispansiyon kiiltiirii kurulmustur. Bu ilkin kurulan embriyonik hiicreler
vitrifikasyon tabanli kriyoprezervasyon metoduna gore korunmasiz olmalar1 nedeniyle alt
kiiltlir ortamma alimmadan Once sivi azot icerisine batirilmistir. Bu birincil hiicre
siispansiyon Kkiiltiirleri C.roseus bitkisinin hipokotillerinin 4.52uM 2,4-diklorofenoksi

asetik asit (2,4-D) igeren ortamlardan elde edilen ve dondurulan embriyonik hiicreler ile
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kurulmustur. Ilk alt kiiltiir ortanminda farkli araliklarda siikroz (0.09-0.6 M) ve sorbitol (0.2-
0.6 M) uygulamalar1 denenmistir ve hiicresel biiylimenin en yiiksek sekilde tesvik edildigi
ortamin 0.4 M’lik siikroz igerigine sahip ortam oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, alt1
farkli seviyede dimetil siilfoksit (DMSO) (%5-10) ve PT 1-PT 6 seklinde farkl
kombinasyonlar halinde gliserol (%5-10) tek olarak veya kriyoprezervasyon
kombinasyonlar1 muamelesiyle uygulanmasi sonucunda en yiiksek frekansta embriyonik
kiiltiir verimliliginin ya 0.4 M siikroz, %5 DMSO ve %5 gliserol PT-5 ya da .4 M. siikroz,
%5 DMSO (PT-1) seklinde oldugu ortaya cikarilmistir. Ancak PT-1 muamelesi sonucu
tekrar kiiltliriinii takip eden hiicre kolonilerinin en ¢ok kriyoprezervasyon kiiltiirlerinin en
cok (10,06 = 0.55) oraninda trettigi bulunmustur. Tiim kalluslar i¢in optimize edilerek
ortamlar 6.62 uM (BAP) ve 5.37 uM (NAA) seklinde hazirlanmistir ve normal biiylime
yeniden baglatilmistir ve dondurulmamis embriyonik kiiltiirlerden somatik embriyo benzeri
yapilar tretilmistir. Bu olusan somatik embriyolarin rejenerasyonu sonucunda olusan

bitkicikler ve diger tiim bitkicikler normal morfoloji sergilemistir (Fatima ve ark., 2009).

Bu calismada; Osmotik stresin kallus gelisimi tlizerindeki etkileri hakkinda farkli
gortisler bulunmaktadir. Baz1 arastiricilar osmotik potansiyel artisinin kallus biiyltimesini
uyardigmi (Kristiansen ve ark., 1975) belirtmelerine ragmen, Bornman ve Huber (1979),
%S5, %10 polietilenglikol ile olusturulan osmotik potansiyelin, tiitiin kalluslarmin kuru
agirhigi, protein ve klorofil icerigini artirrken, %30 polietilenglikollii ortamlarin bunu
inhibe ettigini saptamislardir. Bizim sonug¢larimizda ise; Kandil Dolma' veyaglik 28
cesitlerinde kallus kiitle artis1 tiim alt kiiltiirler boyunca MS+PEG'li ortamlarda, MS
ortamlarina gore engellenmistir. Ancak Yaglik 28' in kallus olusum yiizdesi ikinci alt
kiiltirde PEG'li ortamda Kandil Dolma'nin MS Normaldeki kallus olusumundan bile
fazladir. Bu sonucumuz c¢esitler arasindaki farklarin 6nemini géstermektedir. C. annuum
cv. Kandil Dolma ve C. annuum cv. Yaglik 28'in MS normalde olusan kalluslarin kalitesi
(renk, biiyiikliik, gelisim hiz1) agisindan bir karsilastrma yapildiginda ise Kandil Dolma
cesitlerinin daha avantajli oldugu sdylenebilir. Tabii ki kullanilacak degisik dozlardaki

polietilenglikoliin ¢esitlerinde farkli tepkiler yaratacagi da diistiniilmektedir.

PEG ile biiyiime diizenleyicileri birlikte kullanildiginda; Kandil Dolma ¢esitlerinin
canl kiitle degisiminde 10 ppm. NAA eklenmesi, tek basina % 10 PEG' in kullanildig1

ortamlara oranla belirgin bir artis meydana getirmistir. Bu % 10' luk polietilenglikoliin
23



BOLUM 2- ONCEKi CALISMALAR Damla ERDEN

azaltmis oldugu kallus verimindeki diisiisiin ortama oksin eklenmesi sonucunda geri
kazanilmis oldugunun bir gostergesidir. Yaglik 28 cesitlerinde ise ortama 10 ppm. NAA
eklenmesi kallus verimini PEG' li ortama gore azaltmistir. Olasilikla bu zithik gesitlerinin
icsel hormon diizeylerinin farkindan kokenlenmektedir. Bu sonuglar da doku kiiltiirtinde

kullanilan materyalin genetik 6nemini tekrar vurgulamaktadir.

Oksin ve sitokininin % 10 PEG' li MS ortamlarma birlikte eklendiginde, Kandil
Dolma'da canli kiitlede, sadece oksin eklenmis ortamlara nazaran, tim alt kiiltiirler
boyunca bir diisiis meydana getirmistir. Bu ise ortama eklenen 10 ppm KIN'in
polietilenglikol ile sinergistik etki gostererek kallus verimini inhibe ettigini gostermektedir.
Yaglik 28 cesitlerinde ilk alt kiiltiirde yalnizca oksin eklenmis ortamlara nazaran kiitlede
bir artis gelmesine ragmen daha sonraki alt kiiltiirlerde canli kiitle degisimi en diisiik

degerlerine ulagsmistir (Aki, 1997).

Catharanthus roseus bitkisi; ajmalin, vinblastin ve vincristin gibi ila¢ kullanimina ait
onemli alkalloidleri iiretmesi disinda ¢ok sayida farkli indol alkalloidi iiretimini
gerceklestiren bir bitkidir. Bu ¢alismada, C.roseus bitkisindeki birbiriyle baglantili oksijen
yetmezligi ile ajmalin {iretimi i¢in kurulan hiicre siispansiyon kiiltlirlerindeki hiicre
biliylime siklusuna etki eden farkli biiyiime etkenleri incelendi. Sonuglar dogrultusunda
C20D hiicrelerinde olusan oksijen yetersizligi durumlarinda alkalloid {iretiminin ¢ok
yiiksek seviyelerde inhibe edildigi gozlendi. Biiylime logaritmasinda bulunan hiicreler
oksijen yetmezligi durumunda bir metabolik biyosentez yolu ile alkalloid iiretimini
yeniden yapilandrrabildiler. Ayrica, benzilaminopiirin (BAP) eklenmesi ile oksijen
yetmezligi durumda gerceklesen inhibasyon etkisinin neredeyse yok denecek kadar az
duruma getirildigi gézlendi. Bu sonuglar dogrultusunda ajmalin iiretimi i¢in kurulan hiicre
siispansiyon kiiltiiriilerlerinde eklenecek BAP ile  hipoksi durumununun -etkilerinin

azaltilabilecegi siiphesizdir (Senoussi ve ark., 2009).

Bu calismada iki farkli Catharanthus roseus varyetesi olan rosea ve alba tiirleri
iizerinde %60 ve %100 oraninda farkli seviyelerde su uygulamasi yapilarak alinan sonuglar
incelendi. Kuraklik stresi altindaki bitkilerde %60 oraninda sulama gerceklestirilen ve
kontrol grubu olarak secilen %100 sulama gerceklestirilen bitkiler arasindaki farklar

biiylime periyotlarina gore 30 ila 70. giinler arasinda rapor edilmistir. Yaprak alani siiresi,
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toplu su ¢ikarimi, su kullanim etkinligi, net asimilasyon orani, terleme orani, hasat indeksi,
biyokiitle ortalamasi ve su kullanimindaki verimlilik kontrol grubu ve uygulama grubu
seklinde incelendi. Su kullanim etkinligi 6nemli Slglide su stresi altinda her iki ¢esit de
artmustir. Kuraklik stresi altinda her iki tiir i¢in terleme orani, hasat indeksi, ortalama
biyokiitle, birikimli su aktarimi, net asimilasyon orani yaprak alani genisletme siirelerinin
azaldig1 gosterildi. Bu iki tiir icin alman sonucglarm en 1iyisi rosea tiiriinden elde edildi

(Jaleel ve ark., 2008).

Bu calismada, Catharanthus roseus bitkisinin kuraklik stresi altinda H,O, igerigi,
lipid peroksidasyonu ve serbest radikalleri siiplirme metabolizmasi reaktif oksijen degisim
metabolizmas1 analiz edilmistir. Buna ek olarak, kokte ajmaline ekstratlar1 ve birikim
miktarlar1 kontrol grubu ve uygulama gurubunda rapor edildi. H,O, igerigi stres altindaki
uygulama gurubunda ve stres altinda bulunmayan kontrol grubunda analiz edildi. Lipid
peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler olarak tahmin edilmistir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar yani, askorbik asit, tokoferol ve rediikte glutatyon igerigi,
siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimler alindi ve
orneklerden tahminler yapildi. Kontrol olarak gdlgede kurutulmus kok orneklerinden
Olciilen ajmalin alkalloid iiretiminde sayilabilir ve anlamli diizeyde artis saptandi. Bu
arastirmanin sonuclarina gore Catharanthus roseus bitkisinde ekonomik ve tibbi agidan
cok onemli olan ajmalin iiretiminin yiiksek diizeylerde arttirilabilecegi ortaya konuldu

(Jaleel ve ark., 2008).

Bu calismada in vitro kiiltiirlerde soguk depolamaya iliskin kontaminasyon ve
somoklonal varyasyon etkilerinin azaltilmasma yonelik bir inceleme yapilmistir. Bu
calismada hazirlanan ortamlara ya 116.8 mM. sorbitol (SO) ya da 58.4 mM. siikroz (SU)
yalniz basma eklenmistir. Daha sonraki asamalarda 5°C de 7 aylik bitkilere farkli
konsantrasyonlar mannitol eklenmistir. SO igeren ortamlardaki siirgiinler, daha disiik
oranlarda hayatta kald1 ve depolama sirasinda diger tedavilere gore daha az biiyiidiiler,
standart kiiltiir kosullarina transferleri sonrasinda ise ¢cok sayida siirgiin 61dii. Diger tedavi
yontemleri ile karsilastirildiginda, Mand boths (M) tiirii agirlik artis1 ve aksiller stirgilinlerin
gelisimi en 1yi sekilde kaydedildi ve hayatta kalanlarm oram1 %100 seklinde bildirildi.
Bunlara ek olarak M kiiltiirleri SU igerikli ortamlarda gelisim gosterdi. Sonuclar

dogrultusunda SOD ve CAT aktivitesinin SO kullanilarak muhafaza edilen ortamlarda
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kontrole oranla daha yiiksek oranda oldugu ve M tiirii siirglinlerde daha az oldugu

gosterilmistir (Marino ve ark.).

Bu c¢alismada; Polonya iklim kosullar1 altinda, Catharanthus roseus bitkisinin
seralardan ya da plastik tiinel bi¢imli alanlardan dis ortama aktarilarak iirtin elde
edilmesine iliskin incelemeler anlatilmistir. Topraksiz kiiltiir olusturulmasmna yonelik yeni
bir yontem test edilmis ve gelistirilmistir. Suda gelistirilen bu bitkilerden 6nemli
konsantrasyonlarda alkalloid iiretimi gergeklestirilmistir. C. roseus tohumlar1 da bu sartlar
altinda iiretilmis olabilir. Bu ¢aligmada tohum ozelliklerinin yani swra farkli depolama
yontemlerinin etkisi de sunulmaktadir. Oda sicakliginda kagit torbalar i¢inde saklanan
tohumlarin 7 yila kadar ve 5°C de buzdolabinda saklanan tohumlarin ise 15 yila kadar
gelisim acisindan verimli oldugu gdsterilmistir. -10°C de dondurularak saklanan
tohumlarda ise ¢imlenme oraninda ¢ok biiyiik diisiisler gézlenmistir (Buchwald ve ark.,

2007).

2005 yilinda yapilan bir calismada; doku kiiltiiriiniin gelisimini hizlandirmak ve
optimize edilmis morfogenesis metodu gelistirmek i¢in, g¢esitli bitki biiylime
diizenleyicilerinin doku kiiltiiriinde metabolizma ve gelisimi nasil etkiledigi arastirilmistir.
MS tuzlari, vitaminler ve farkli konsantrasyonlarda 2,4 D (2,5- 5,0- 7,5- 10,0- 12,5 uM )
iceren kallus indiiksiyon ortami kullanilmistir. Siirgiin rejenerasyon ortami olarak ise, tek
ya da kombinasyonlu olarak BAP ve NAA (2,5- 5,0-7,5- 10,0-12,5 uM ) eklenen MS
tuzlari, vitamin igeren ortam kullanilmistir. En iyi kallus indiiksiyon ortami, yaprak disk
eksplantlarinin kuru madde agirliklarindaki artis temel alinarak belirlenmistir. Siirgiin
rejenerasyonu i¢in en uygun konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren ortam, 3 hafta
inkiibasyondan sonra siirgiin farklilasmasindaki etkisi temel alinarak belirlenmistir. 5,0 pM
2,4 D iceren ortamda, kalluslarin kuru madde agirhiginda en yiiksek artis gozlenmistir.
Stirgiin farklilasma siklig1 BAP (5 uM) ve NAA (2,5 uM) kombinasyonunda eklendiginde
daha etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica DNA metilasyonu, solunum orani ve fotosentetik
performansin birlestirilmesinin, eksplantin verdigi cevap hakkmnda erken bilgi sagladigi
belirtilmistir. Bu kombine metodun, yeni doku kiiltlirii islemlerinin optimizasyonu

sirasinda deneysel ara¢ olarak kullanilabilirligi vurgulanmistir (Toldi ve ark., 2005).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Catharanthus roseus hibrid ¢icek tohumlar1 Damla Tarmm Zirai ilag ve Tohum
Ltd.Sti.’den temin edilmistir. Bu tohumlar yiizey sterilizasyonu sonunda in vivo ve in vitro

ortamlarda yetistirilmistir.

3.2. Bitki Materyalinin Yetistirilme Yontemi

Eksplant kaynagi1 olarak kullanilacak bitkilerin yetistirilmesi i¢in iki farkli yontem
kullanilmastir.

3.2.1. Bitki Materyalinin In Vivo Yetistirilmesi

Dis ortamda saksilarda yetistirilen bitkiler i¢in tohumlar Oncelikle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmuslardir. Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar 1 cm kadar
altta kalacak sekilde steril edilmis 4:1 oraninda torf:perlit karisimi viyollere aktarimistir.
Sulama isleminden sonra topragin yeterli nem seviyesinde kalmasi ve ¢imlenmenin
kolaylasmasi i¢in viyollerin {izeri stre¢ film ile kaplanmis ve hava girisi saglanmasi i¢in
birkag¢ delik bu alanda olusturulmustur. Alt1 giin sonra ¢imlenme gdzlenmistir ve onaltinct
giinlin sonunda viyoldeki bitkiler ayni oranda steril edilmis torf:perlit karisimi iceren c¢api
12 cm, derinligi 10 cm olan saksilara aktarilmislardir. 16 saat 151k, 8 saat karanlik uzun giin
kosullari, 25+2°C, 28.080 Liks floresan 1s1k siddetine sahip bitki yetistirme odasinda

biiylimeleri saglanmistir. Bitkiler her giin diizenli olarak saf su ile sulanmistir.

3.2.2. Bitki Materyalinin In Vitro Yetistirilmesi

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, bu islemin ardindan bitki biliylime
diizenleyicileri icermeyen 20 mL Murashige Skoog (1962) bazal ortami1 (MSO) iceren 100
mL’lik cam siselerde kiiltiire alinmistir. 20 ml’lik petrilere otoklavdan alinan sivi haldeki
besin ortaminin 45°C ye indiginde aktarimi yapilmistir. Petri kaplari, 16 saat 151k, 8 saat
karanlik uzun giin kosullari, 25+2°C, 28.080 lux floresan 151k siddetine ayarlanmis bitki

yetistirme kabinine yerlestirilmistir. Bu kiiltiir siselerinde ¢imlenen ve biiyiiyen bitkiler,
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besinlerin tiikenmesi sonucu gelisimlerinin yavaslamamasi i¢in taze besiyeri iceren daha
bliylik magenta kaplarmna aktarilmistir. Bu magenta kaplarindaki MS ortaminda 3-4
haftalik siire sonunda icerigindeki besinlerin bitkinin bu besinleri kullaniyor olmasi ve
tilkkenmesi nedeniyle belirli araliklara yeni ortamlar hazirlanmis ve bitkiler bu yeni

ortamlara aktarimistir.

3.2.3. Sterilizasyon Yontemleri

Bitki doku kiiltiirii sartlarinda yapay besin ortamlar1 kullanilarak ¢alisgiimaktadir. Bu
yapay besin ortami mikroorganizmalarin gelisimi i¢inde gerekli besin bilesenlerini
barindirdig1 i¢in mikroorganizma gelisimine aciktir. Kullanilan bitki materyalinin
mikroorganizmalarla bulagsmis hale gecmesine kontaminasyon denilmektedir. Bitki doku
kiiltiirii galismalarinda bu kontaminasyon faktoriinii ortadan kaldirmak i¢in malzemeler ve
hazirlanan besin ortamlarmin sterilizasyonu ¢cok énemlidir.

Kullanilacak her tiirlii malzemenin, hazirlanan besin ortamlarminm, kullanilacak
bitkiye ait olan tohumlarin ve her tiirlii bitkisel materyalin sterilizasyon yontemlerinden
birisi ile steril edilmesi gerekmektedir. Calismamizda kullandigimiz laboratuvar
malzemelerinin sterilizasyonunda, besin ortammin sterilizasyonunda ve eksplant

sterilizasyonunda ¢esitli yontemler kullanilmistir.

3.2.4. Tohum Yiizey Sterilizasyonu

Catharanthus roseus tohumlar1 kiiciik olmalar1 sebebiyle Epenndorf tiipleri
icerisinde steril edilmistir. C.roseus bitkisinin tohumlar1 ¢ok sert ve piiriizlii bir tohum
kabuguna sahip olmasi1 nedeniyle ylizey sterilizasyonu se¢imi farkli makalelerin

incelenmesi ile olusturulmustur (Aslam ve ark., 2008).

Bu secilen yontem swrasiyla su sekildedir; tohumlar oncelikle %70°lik etik
alkolde 30 saniye boyunca vortex yardimiyla karistirilmislardir. Bu islem sonrasinda etil
alkol mikropipet yardimi ile alinarak ortama i¢ine 3 damla Tween 20 damlatilmis ticari
olarak satilan %25’lik sodyum hipoklorit eklenmistir. Bu sekilde 10 dakika boyunca vortex
yardimiyla karistirilmistir ve bu silire sonunda %25°lik sodyum hipoklorit mikropipet
yardimiyla uzaklastirilmistir. Son olarak epenndorflara steril saf su eklenmis ve bu sekilde

5 dakika boyunca vortex yardimiyla karistirilmistir, bu siirenin sonunda steril saf su
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mikropipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Saf ile durulama olarak tanimlanan bu islem 4
defa tekrarlanmistir ve 5. durulama asamasinda steril saf su eklendikten sonra epenndorf
etrafi aliminyum folyo ile kaplanarak +4°C de 3 giin siireyle tohum dormansisini ortadan
kaldirmak i¢in bekletilmistir. Steril edilen bu tohumlar MS ortamlarmnda ¢imlenmesi i¢in

aktarilmustir.

3.2.5. Eksplant Kaynag1 Olarak Kullanilan Yaprak ve Govde Kisimlarinin

Sterilizasyonu

Bitki yetistirme kabininde yetistirilmis bitkilerin eksplant olarak kullanilacak
yapraklar1 ve govde parcalart %15°lik sodyum hipokorit (%5°lik) icerisinde 15 dakika
boyunca vorteks yardimiyla ¢alkanarak bekletilmis ve sterilize edilmistir. Daha sonra steril
kabin igerisinde ii¢ defa steril saf sudan gegirilerek sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi
saglanmistir.

In vitro sartlar altinda yetistirilen fideler zaten steril olduklarindan bu bitkisel
materyal i¢in sterilizasyon islemine gerek duyulmamistir. Bu in vitro fidecikler kesilerek

dogrudan besin ortamlarina aktarilmistir.

Sekil 3.1. Bitki yetistirme odasindaki petriler
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3.2.6. Besin Ortamlarinin ve Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Belirlenen miktarlarda hazirlanan yapay besin ortamlari cam siseler icerisinde 121°C
de 1 atmosfer basingta 15 dakika boyunca otoklavda steril edilmistir. Calismamizda
kullanilan yapay besin ortamlarinin i¢ine agar ekledigimizden dolay1 ortamlar tamamen
soguyup katilasmadan once yaklasik 45-50°C ye geldiginde steril cam petrilere 20 ml
olacak sekilde dokiilmiistiir. Bu sekilde heniiz sicakken petrilere dokiilen besin
ortamlarinda kontaminasyon riski azalmistir. Kullanilan petrilerin etraflar1 ise stre¢ film ya
da parafilm ile kapatilmistir.

Denemelerimizde kullanilan cam malzemelerin tiimii 6ncelikle deterjanli ve sodyum
hipokloritli su ile yikanarak organik maddelerden arindirilmaya ¢alisilmistir. Kurutulan
biitiin cam malzemeler ve eksplant kesimi i¢in kullanilan fayanslar aliiminyum folyo ile
kaplanip 121° C ‘de 1 atmosfer basingta otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
bu malzemeler iizerlerine sprey yardimi ile %70’lik etil alkol piiskiirtiilerek steril kabine
aktarilmiglardir. Kullanilan pensler ve bistiiriler 350°C de cam boncuklu sterilizator icine

batirilarak 3-5 dakika bekletilerek steril edilmistir ve soguduktan sonra kullanilmistir.

3.3. Besin Ortammmin ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanma

Yontemleri

3.3.1. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Calismamizda biitiin eksplantlar, Murashige Skoog (1962) besin ortaminda kiiltiire
almmiglardir. Cizelge 3.1‘de bilesenleri verilen hazir (Sigma-S5519) Murashige Skoog
bazal besin ortamimin yani sira, karbon kaynagi olarak siikroz (%3) (Sigma-S-5391) ve
ortam yari-katilastirici olarak agar (%0,8) (Merck-1.01613.0500) kullanilmistir.

Ortamin pH’s1 otoklavlamadan 6nce 1N NaOH ve 1N HCI kullanilarak 5,70- 5,80
olarak ayarlanmistir ve bu ayarlamadan sonra agar ortama ilave edilmistir. Bitki biiylime

diizenleyicileri besin ortamina otoklavlamadan 6nce ilave edilmistir.
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Cizelge 3. 1. Murashige ve Skoog Besin Ortaminin Bilesenleri (1962)

Makro elementler

Mikro Elementler

Organik Maddeler

KNO;
NH,NO;
MgS0,.7H,0
Ca(NO;),.4H;0

KH,PO,

MnSO,.4H,0
Kl

H;BO;
ZnS0O,.7H,0
CuS0,.5H,0
Na;Mo00,4.2H,0
CoCl,.6H,0
FESO,.7H,0

Na,EDTA

Nikotinik asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI
myo-inositol

Glisin

mg/L
1900
1650
370
440

170

22,3
0,83
6,2
8,6
0,025
0,25
0,025
27,8

37,3

0,5
0,5
0,1
100

2,0
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3.3.2. Bitki Bilyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi

Bitki biliylime diizenleyicilerinden sentetik olarak kullanilan oksinlerden 2,4-
Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve Naftalen asetik asit (NAA), sitokininlerden 6-
benzilaminopiirin (BAP) ve Kinetin (Kin) kullanilmistir. Bu bitkisel biiylime hormonlari
stok soliisyon halinde hazirlanarak kullanilmislardir. Stok soliisyon hazirlanirken 1mg/mL
seklinde hazirlanir. Stok soliisyonlar SmL olarak bu biiylime hormonlarinin ¢oziiciileri ve
saf su ile hazirlanir. BAP, Kin ve NAA’in ¢oziiciileri NaOH ve 2,4-D’nin ¢oziiciisii ise
EtOH’dur.

3.3.3. Hazirlanan MS Besin Ortamlan

Calismamizda in vitro sartlarda yetistirilen tohumlari ¢imlenmesi i¢in MS ortamina
herhangi bir bitki biiyiime hormonu eklenmeden MSO seklinde hazirlanmistir. /n vitro ve
in vivo’da gelisen bitkilerin yaprak ve gdvde kisimlarindan alinan eksplantlar ise farkli
konsantrasyonlarda NAA+BAP ve 2,4-D+Kin igeren MS ortamlarina alinarak kallus
olusumlar1 goézlemlenmistir. Kallus olusumlar1 sonrasinda gozlenmesi beklenen
rejenerasyonlar1 engellemek amaciyla eksplantlar 2 haftalik periyotlarda alt kiiltiire
almmiglardir. Sonuclar dogrultusunda olusan en iyi biyokiitleler stres faktorii uygulama
asamasi i¢in secilerek kullanilmistir.

Hazirlanan kiiltiir ortamlarina aktarilan eksplantlardaki degisimler Olympus SZ51
stereomikroskop altinda giinlik olarak incelenmistir. Olympus C5060WZ fotograf
makinesi ile fotograflandirilmistir. Eksplantlarin kiiltiir ortamlarina aktarimlarmin tamami

Dan-Laf Marka VFRS 1806 Model Laminar Flow Kabin i¢erisinde yapilmaistir.

3.3.4. Kallus Tesvik Ortamlar:
3.3.4.1. In Vitro Yetistirilen Bitkiler icin Kallus Tesvik Ortamlar:

In vitro sartlarda tamamen steril olarak yetistirilen bitkilerden elde edilen eksplant

kaynaklar1 i¢in kullanilan kallus tesvik ortamlar1 asagidaki ¢izelge 3.2°deki gibidir;
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Cizelge 3. 2. Kallus Tegvik Ortamlar1

Ortam no NAA (mg/ml) BAP(mg/ml)
1 2,0 mg/L 2,0 mg/L

2 2,0 mg/L 3,0 mg/L

3 2,0 mg/L 5,0 mg/L

4 3,0 mg/L 2,0 mg/L

5 5,0 mg/L 2,0 mg/L

6 0,5 mg/L 1,0 mg/L

7 1,0 mg/L 0,5 mg/L

8 (MSO) - -

3.3.4.2. In Vivo Yetistirilen Bitkiler icin Kallus Tesvik Ortamlar

Calismada C. roseus yaprak eksplantlarindan kallus tesviki ilizerine farkli oksin
sitokinin oraninin etkileri arastirilmistir. Cizelge 3.2 ve 3.3°‘de verilen farkh
konsantrasyonlarda NAA+BAP ve 2,4-D+Kin igeren MS besin ortamlar1 kallus tesvik
ortami olarak kullamilmistir. Kabinde yetistirilen 12 haftalik bitkilerden alinan ve yiizey
sterilizasyonu yapilan geng yapraklar kiigiik kareler seklinde kesilip her bir petriye on adet
gelecek sekilde alt ylizeyleri altta birakilarak farkli konsantrasyonlarda NAA+BAP ve 2,4-

D+Kin ilave edilen 20 ml MS ortami igeren 9 cm capindaki petrilere yerlestirilmistir.

Petrilerin etrafi stre¢ film ile kaplanmistir. Petriler, daha sonra 16/8 fotoperiyoda ve
2542 °C ve 28.080 liiks floresan 151k siddetine ayarlanmis bitki yetistirme kabinine
yerlestirilmistir. Her bir kallus tesvik ortami bes tekrarli sekilde olusturulmustur. Yirmi
dort farkl kallus tesvik ortaminda kiiltlire alinan yaprak eksplantlarindan olusan kalluslar
incelenmistir. Yaprak eksplantlarindan olusan kalluslar gézlemlenerek en iyi kallus tesvik
ortamu ilerideki ¢aligmalarda kullanilmak iizere belirlenmistir. Secilen en 1yi kallus tesvik

ortamu stres faktorii uygulamasinda kullanilacak ortam olarak tasarlanmstir.
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Cizelge 3. 3. NAA ve BAP iceren Kallus Tesvik Ortamlar:

Ortam No NAA+BAP yogunluklan

MS 1 2,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L BAP
MS 2 2,0 mg/L NAA + 3,0 mg/L BAP
MS 3 2,0 mg/L NAA + 5,0 mg/L BAP
MS 4 3,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L BAP
MS 5 5,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L. BAP
MS 6 0,5 mg/L NAA + 1,0 mg/L BAP
MS 7 1,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP
MS 8 0,1 mg/L NAA + 1,0 mg/L BAP
MS 9 1,0 mg/L NAA + 0,1 mg/L BAP
MS 10 1,0 mg/L NAA + 3,0 mg/L BAP
MS 11 3,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BAP
MSO -
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Cizelge 3. 4. 2,4-D ve Kinetin Igeren Kallus Tesvik Ortamlar:

Ortam No 2,4-D + Kin yogunluklan

MS 1 2,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L Kin
MS 2 2,0 mg/L 2,4-D + 3,0 mg/L Kin
MS 3 2,0 mg/L 2,4-D + 5,0 mg/L Kin
MS 4 3,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L Kin
MS 5 5,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L Kin
MS 6 0,5 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L Kin
MS 7 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kin
MS 8 0,1 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L Kin
MS 9 1,0 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L Kin
MS 10 1,0 mg/L 2,4-D + 3,0 mg/L Kin
MS 11 3,0 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L Kin
MSO -
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Sekil 3.2. Belirlenmis ortamlara aktarilmis eksplantlarin genel olarak ilk goriintiisii
(NAA+BAP igeren ortamlar)

3.3.5. Biyokiitle Elde Edilmesi

Biyokiitlesi elde edilmek icin olusturulan kalluslarda, rejenerasyonun engellenmesi
icin olusan belirli periyotlarda alt kiiltiire alinarak taze ortamlarda gelistirilmelidir. Bu
nedenle ¢alismamizda olusturulan kallus tesvik ortamlarinda gelisen kalluslar 2 haftalik

periyotlarda 18 hafta boyunca alt kiiltiire alinarak biyokiitle eldesi saglanmuistir.

3.3.6. Biyokiitle Uzerine Stres Faktorii Uygulamasi

Calismamizda elde ettigimiz biyokiitle {izerine farkli stres faktorii uygulamalari
yapilmistir. Uygulanan stres faktorleri ve uygulama dozlar1 gizelge 3.4°de belirtilmistir.
Stres faktorlerinden PEG ve D-Mannitol hazirlanan besin ortamina pH ayarlamadan dnce
eklenerek balik yardimi ile 50-100°C araliginda manyetik karistiricida ¢ozdiirtilmiistiir ve
121°C ve 1 atmosfer basingta otoklavlanarak steril edilmistir. H,O, ise sicaklik altinda
bozuldugu i¢in 0,22 mikronluk filtre kagidi ile laminar flow icinde steril edilerek
hazirlanarak otoklavlanmis MS besin ortamina 45-50°C’ye geldiginde eklenerek bozulmasi
engellenmistir. Kullanilan tiim besin ortamlarina en iyi sonuglar alinan kallus tesvik ortami1

secilerek bu konsantrasyonda oksin/sitokinin eklenmistir. Bu uygulama 1 haftalik
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periyotlarda 4 tekrarli sekilde yapilmistir. Tiim ¢alisma boyunca eklenen stres faktorleri

bes tekrarl sekilde incelenmistir.

Cizelge 3. 5. Biyokiitle Uzerine Uygulanan Stres Faktdrleri ve Dozlar

Kullanilan Stres Faktorii Kullanilan Dozlar
Kontrol Grubu Uygulama Yok
PEG-4000 %S5

%10
D-Mannitol %S5

%10
H,0; 100 mM.

200 mM.

3.3.7. Biyokiitle Ol¢iimlerinin Yapilmas: ve Kiitle Degisimlerinin incelenmesi

En uygun kallus olusum ortami segildikten sonra eklenen stres faktorleri ile
hazirlanan yeni yapay besin ortamina aktarilacak olan kalluslarin dncelikle agirliklarinin
olciimiinii gergeklestirdik. Olgiim islemlerinin tamamen steril sartlar altinda olmasi igin ve
tartim aletinin kabin i¢ine almamamasindan dolay1 6l¢iimler falkon tiipleri ile yapildi. Bu
islem i¢in falkon tiiplerinin agirliklar1 6nceden Olgiilerek hesaplandi ve tiimii 121°C de 1
atmosfer basin¢ altinda otoklavlanarak steril edildi. Bu falkon tiipleri laminar flow
icerisinde acgilarak tamamen steril sartlar saglanmistir. Falkon tiipleri i¢ine alinan
kalluslarin 6lciimii disarida olacag: i¢in falkon tiiplerinin kapaklar1 kapatildi ve 6l¢iim
islemi bittikten sonra falkon tiiplerindeki kalluslar stres faktorii ve belirlenen oranlarda
bitki biiylime hormonu igeren yapay besin ortamina alinmak i¢in pulverizator yardimi ile

%70'lk etil alkol piiskiirtiilerek laminar flow icerisine alindi ve ortamlara aktarimlari
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gerceklestirildi. Bu islem bir haftalik periyotlarda 4 defa tekrarlanarak 4 haftanin sonunda
biyokiitle degisim sonuglar1 elde edildi. Bu biyokiitle degisim verileri matematiksel ve

denklemsel olarak belirtildi.

38



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Damla ERDEN

BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi ile ilgili Sonuclar
4.1.1. Bitki Materyalinin In Vivo Yetistirilmesi

In vivo sartlarda yetistirilen bitkilerin tiimiinde ¢imlenme gerceklesmis ve 25 adet
bitki elde edilmistir. Bu bitkiler 32. haftalarinda eksplant kaynagi olarak kullanilmislardir.
Kullanilan bu bitkilerin yasi nedeniyle kallus eldesi, in vitro sartlarda yetistirilen ve
eksplant kaynagi olarak kullanilan bitkilerden elde edilen kalluslardan daha az verimli
olmustur. Bu bitkilerde kontaminasyon orani yaklasik %20 olarak belirlenmistir. Bu oranin
yilksek olmasmin nedeni bitkilerin dis ortamda biiylimeleri ve besin ortamina
alindiklarinda ylizey sterilizasyonunun ilk anda %10’luk sodyum hipoklorit olarak
secilmesi olmustur. Daha sonraki denemede %15°lik sodyum hipoklorit kullanildiginda
kontaminasyon orant %5 seviyelerine ¢ekilebilmistir. Fenolik bilesikler nedeniyle bazi
eksplantlarda kararmalar gdzlenmistir fakat bu kararmalarin etrafinda da kallus olusumlar1

gerceklesmistir.

A B

Sekil 4.1. A. In vivo ortamda gelistirilen C. roseus fidesinin 3 haftalik goriintimii B. /n vivo
ortamda gelistirilen C.roseus bitkisinin 13 haftalik goriintiisii
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Sekil 4.2. In vivo kosullarda C.roseus bitkisinin yetistirilme ortamlar1 (32 haftalik bitkiler)

4.1.2. Bitki Materyalinin In Vitro Y etistirilmesi

Yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen tohumlar MSO besin ortamlarina alinarak
¢imlenme kapasiteleri belirlenmistir. Ilk denemelerde kullanilan tohumlar daha yash
oldugu i¢in ¢imlenme kapasiteleri ¢cok diisiik olmustur bu nedenle yeni alman tohumlarla
calismalara devam edilmistir. Cimlenen bitkiler yeterli zamanlarda alt kiiltiire alinarak
bitkilerin biiyiimesi saglanmis ve bu bitkiler eksplant kaynagi olarak 12. haftalarinda
kullanilmiglardir. Kullanilan tohumlarin ¢imlenme kapasitesi %90 {izerinde oldugu igin
bitki gelistirmede herhangi bir sorun ile karsilagilmamistir. Toplamda 100 tohum 10 adet
petride c¢imlendirilmistir. Cimlendirme ve bitkilerin gelisimi i¢in diizenlenen MS besin

ortamlarinda herhangi bir bitki biiylime hormonu ilavesi yapilmamistir.
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A B

Sekil 4.3. A. MSO ortamina alinmig C.roseus tohumlar1 B. 6 giinliik ¢imlenmis tohumun
stereo mikroskop goriiniimii

4.1.3. Tohum Yiizey Sterilizasyonuna iliskin Sonuclar

In vitro yetistiricilikte kullanilmak iizere steril edilen tohumlar i¢in segilecek
yiizey sterilizasyon yontemi farkli makalelerin incelenmesi sonucu derlenmis ve
denendiginde herhangi bir kontaminasyon sorunu yasamadigi i¢in bu yontemle tohum
yiizey sterilizasyonuna devam edilmis ve bu in vivo yetistiriciliktede yontem olarak

kullanilmastir.

4.1.4. Eksplant Kaynag1 Olarak Kullanilan Yaprak ve Govde Kisimlarinin

Sterilizasyonuna Ait Sonuclar

Bitki yetistirme kabininde in vivo sartlarda yetistirilen bitkilerden alinan
eksplantlar ilk deneme olarak %20’lik sodyum hipoklorit ile 20 dakika muamele edilerek 3
defa saf su ile durulanmistir. Bu islem sonunda eksplantlarin birgogu kararmistir ve kallus
acisindan verimsiz olmuslardir. Bu nedenle ikinci deneme olarak %15°lik sodyum
hipoklorit kullanilarak 20 dakika boyunca uygulanmistir ve yine 3 defa saf su ile
durulanmistir. Bu uygulama sonucu ilk uygulama sonucuna gore daha verimli oldugundan

ve eskplantlar daha az zarar gordiigiinden bu islem sterilizasyon yontemi olarak seg¢ilmistir.
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4.2. Kiiltiir Ortamlarina iliskin Sonuclar

4.2.1. In Vitro Yetistirilen Bitkilerden Alnan Eksplantlardan Elde Edilen
Kallus Tesvik Ortamlarina iliskin Sonuclar

Kallus tesvik ortamlarmndan MSO olan yani herhangi bir bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen ortama yerlestirilen eksplantlarda herhangi bir kallus gelisimi
gozlemlenmemistir. Bu ortamlara konulan eksplantlarda sadece kabarma veyaprak

yiizeyinde biiylime olusmustur.

NAA ve BAP igeren ortamlardan 1, 2, 3 ve 7 nolu ortamlarda yaklasik olarak ayni
seviyede kallus gelisimi gdzlemlenmistir. Bunlar kallus biyokiitlesi elde etmek igin yeterli

seviyede kallus gelisimi gosteren ortamlar olmustur.

NAA ve BAP igeren 4 ve 5 nolu ortam ise en yogun sekilde kallus gelisimi
gbzlenen ortamlar olmustur, bu ortamlar in vitro yetistirilen bitkilerden elde edilen
eksplant kaynaklarinin kullanildig1 kallus tesvik ortamlarindan en iyi verim alinan ortamlar

olmustur.

NAA ve BAP igeren 6 nolu kallus tesvik ortamindaki eksplantlarda ise kararmalar

olugmus veyarali kisimlardan kallus eldesi ¢ok az olmustur.

Sekil 4.4. MSO ortamina aktarilan 14 giinliik eksplantlar
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Sekil 4.5. Kallus tesvik ortamlarindaki eksplantlarin 10 haftalik goriintiileri
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Sekil 4.6. Kallus tesvik ortamlarinin 10 haftalik goriintiileri

4.2.2. In Vivo Yetistirilen Bitkilerden Alinan Eksplantlardan Elde Edilen
Kallus Tesvik Ortamlarina iliskin Sonuclar
Almman sonuglarda kallus tesvik ortamlarinda kullanilan bitki biiyiime
hormonlarindan BAP+NAA kombinasyonun 2,4-D+Kin kombinasyonuna oranla kallus
gelisimini daha iyi tesvik ettigi bulunmustur. Farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda ki

kallus olusumlari kisaca 6zetlenirse;

NAA+BAP igeren 10 ve 11 numarali ortamlarda kallus gelisimi ¢ok az

gozlenmistir ve eksplantlar kararmistir.

MSO ortaminda herhangi bir biiylime hormonu bulunmadigindan kalluslar uzun

siire boyunca kararmamis olmasina ragmen herhangi bir kallus olusumu gézlenmemistir.
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NAA+BAP igeren 1, 2, 3 ve 4 nolu ortamlarda yapraklar kararmasina ragmen
kallus gelisimi gozlenmistir. Gelisen kalluslar kiitlece ¢cok az olsada devamli alt kiiltiirleme

ile kaybedilmeden yeterli biyokiitleye ulasmislardir.

NAA+BAP igeren 5, 6 ve 7 nolu ortamlarda kallus gelisimi en yogun sekilde

gozlenmistir, bu yogunluga ragmen kalluslarda kararma yine gozlenmistir.

NAA+BAP igeren 8 ve 9 nolu ortamlarda kallus gelisimi 1, 2, 3 ve 4 nolu
ortamlara gore daha yogun bigimde olmustur fakat eksplantlar karardigi igin bu

ortamlardaki kalluslarin ¢ogu kullanilamadan kaybedilmistir.

Sekil 4.7. Ortama alinan eksplantlarda meydana gelen kabarmalar veyarali bolgelerden 17
giiniin sonundaki kallus olusumlar1
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Sekil 4.8. NAA+BAP igeren ortamlarda gelisen kalluslarin 7. haftada stereo mikroskop
altindaki goriintiileri

2,4-D+Kin iceren ortamlara alinan kalluslarda meydana gelen degisimler ise su

sekilde Ozetlenebilir;

MSO ortaminda beklenildigi gibi herhangi bir kallus gelisimi olmamustir. Bir siire

sonra yapraklar tamamen kararmustir.

2,4-D+Kin iceren 1, 2, 3 ve 4 nolu ortamlardaki eksplantlarda kararmalar

gbzlensede en iyi bi¢gimde kallus gelisimi incelenen bu ortamlar olmustur.

2,4-D+Kin igeren 5, 6 ve 10 nolu ortamlara alinan eksplanlatlarda kararlamalar
yogun bigimde goézlemlenmistir. Kallus gelisimi ise bu ortamlarda ya ¢ok az ya da hig

gbzlemlenmemistir.

2,4-D+Kin igeren 7, 8 ve 9 nolu ortamlarda ise kallus gelisimi daha az

gbzlenmistir bununla birlikte yapraklarda kararmalar da olugmustur.
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Sekil 4.9. Ortama alinan eksplantlarda olusan kararmalarin genel goriintiisii

Tim incelenen kallus tesvik ortamlarinda en iyi sonuglar kombinasyon olarak
NAA+BAP kombinasyonundan alinmistir. Bu kombinasyondaki en yogun kallus eldesi
olan konsantrasyonlar ise 5 nolu ortam olan 5 mg/mL NAA ve 2 mg/mL BAP iceren ortam
olmustur. Bu ortamin en uygun kallus gelisim ortami oldugu gosterildigi i¢in biyokiitle
gelisimi ve biyokiitle tlizerine stres faktorli uygulamasinda bu konsantrasyon ve

kombinasyonlar kullanilmistir.

4.3. Biyokiitle Elde Edilmesine Ait Sonuglar
Iki haftalik periyotlarda alt kiiltiirleme yapilarak elde edilen 18 haftalik

biyokiitlelerden NAA+BAP iceren ortamlara alinan eksplanlantlarin yarali bolgelerinden
elde edilen kalluslar 6. haftada sadece kallus kisimlar1 kesilerek yine alt kiiltiirleme devam
edilmistir. Bu sekilde yapilan alt kiiltiirleme ile 12 hafta sonunda bu kalluslardan elde
edilen yeterli biyokiitle ile stres faktorii uygulama asamasima gecilmistir. Stres faktorii
uygulamasi i¢in segilen ortam 4 haftalik uygulama asamasinda stres faktoriilerinin de
ilavesi ile olusturulmustur. Uygulama gruplar1 disinda 5 tekrarli sekilde kontrol grubu

olusturulmustur ve sonuglar incelenmistir.
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Sekil 4.10. 6. haftada yarali bolgelerden kesilerek alinan kalluslarin biyokiitle olusumu igin
alt kiiltiire alinmast

4.4. Biyokiitle Uzerine Stres Faktorii Uygulamasina Ait Sonuglar

Biyokiitle lizerinde stres faktorii uygulamasi 6 uygulama grubu ve 1 kontrol grubu
olacak sekilde 5 tekrarli halde yapilmistir. Uygulamalar 7 giinliik periyotlarda 28 giin
boyunca devam ettirilmis ve her 7 gilinliik periyotta kiitle degisimleri incelenerek yeni alt
kiiltlir ortamlarina aktarimlar1 yapilmistir. Bu uygulamalarin sonuglar1 agagida verildigi

gibidir;
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Cizelge 4. 1. Altkiiltiirler boyunca biyokiitle degisimleri (g)

Gruplar Kodlan 1k L. Altkiiltiir  2.Altkiiltiir 3.Altkiiltiir 4. Altkiiltiir

Agirhk Biyokiitlesi ~ Biyokiitlesi Biyokiitlesi Biyokiitlesi

Kontrol grubu  C-1.1 09924 1,1951 1,494 1,6 1,7596
c-12 0,659 0,7979 1,0005 1,2957 1,3503

Cc-13 05732 0,7381 1,0436 1,1077 1,1245

C-14  0,8228 0,922 1,1664 1,2557 1,3448

C-15 07292 0,8097 1,197 1,2604 1,3786

PEG 4000 P-1.1  0,7533 0,8503 0,9988 1,1719 1,0692
%S5 P-12  0,7713 0,8855 1,0769 1,2022 1,0369
P-13  0,8481 1,0419 1,2376 1,5144 1,3219

P-14  0,8492 0,9777 1,1046 1,2681 1,1017

P-1.5  0,9079 1,007 1,3065 1,4299 1,2583

PEG 4000 P-2.1 0,867 0,8894 0,9767 1,1154 0,8756
%10 P-22  1,0287 1,0848 1,1337 1,1606 1,0378
P23 0,4496 0,5598 0,6386 0,7271 0,6232

P24  0,6739 0,7867 0,8008 0,8493 0,689

P-2.5 1,256 1,503 1,5298 1,5879 1,3771

D-Mannitol D-1.1 05767 0,5621 0,6113 0,7062 0,6387
%S5 D-12 09562 1,0176 0,9729 1,1367 0,9652
D-13  0,6515 0,525 0,5755 0,6799 0,6671

D-1.4  0,5966 0,6437 0,6922 0,7275 0,6726

D-1.5  0,8979 0,9426 1,065 1,1536 1,0756

D-Mannitol D-2.1 04775 0,5111 0,4589 0,4922 0,3985
%10 D22 05676 0,5699 0,5695 0,6779 0,5804
D-23 04835 0,4894 0,437 0,4658 0,3861

D24 09471 0,8643 0,8456 0,6436 0,5284

D-2.5 0,874 0,8497 0,8345 0,9108 0,8405

Hidrojen Peroksit H-1.1  0,6888 0,6846 0,628 0,6159 0,4913
%3 H-12  0,6726 0,7009 0,663 0,5975 0,4422
H-13 11,1329 1,1283 1,0132 1,0008 0,8433

H-14  0,8844 0,8369 0,6962 0,6516 0,5135

H-1.5  0,5598 0,5514 0,4611 0,4524 0,3382

Hidrojen Peroksit H-2.1  0,7298 0,6779 0,6138 0,6397 0,5056
%10 H-2.2  0,6453 0,608 0,4874 0,4916 0,3453
H-23  0,6691 0,6511 0,6118 0,6213 0,4221

H-24  0,9648 0,893 0,8245 0,7589 0,6345

H-25 07138 0,6844 0,579 0,5107 0,4035
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Kontrol grubu icin alinan sonuglar;

Agirhik (g)

1,6
1,4 o
& /
1 /

0,8 /

0,6

0,4
0,2

——Agirlik (g)

1.giin 7.gln 14.gin 21.gin 28.gln

Sekil 4.11. Kontrol Grubuna Ait Biyokiitle Degisimleri

Kontrol grubunda genel kiitle artis1 %84 oraninda bulunmustur. Bu kiitle artig1 4
haftalik diizende devamli artig olarak kaydedilmistir.

Sekil 4.12. Kontrol grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen kalluslarin gériiniimii
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PEG 4000 %5’lik uygulama grubuna ait sonuglar;

Agirlik (g)

v / A‘"’
o,: /

0,6 o Agirlik (g)

1,4

0,4

0,2

1l.gin 7.gln 14.glin 21.glin 28.gln

Sekil 4.13. PEG 4000 (%5) Uygulama Grubuna Ait Biyokiitle Degisimi

Bu uygulama grubunda alinan sonuglar ilk {i¢ haftada %59 oraninda artis
gosterdikten sonra dordiincii haftada %40 oranina gerilemistir.

Sekil 4.14. PEG-4000 (%5) uygulama grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen kalluslarin
gorunimu
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PEG 4000 %10’luk uygulama grubuna ait sonuclar;

Agirhk (g)
1 / *”\\

0,8

0,6

—o—Agirhik (g)
0,4

0,2

l.gln 7.gln 14.gin 21.gun 28.gln

Sekil 4.15. PEG 4000 (%10) Uygulama Grubuna Ait Biyokiitle Degisimi

Bu uygulama grubunda alinan sonuclar ilk ii¢ haftada %27 oraninda artis gosterdikten
sonra dordiincii haftada %7 oranina gerilemistir.

Sekil 4.16. PEG-4000 (%10) uygulama grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen kalluslarin
gorunimu
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PEG-4000 ile yapilan uygulama grubu kontrol grubu ile incelenerek varyans analizi
yapildiginda;

ANOVA
VARO00001
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,052 2 ,026 ,662 ,534
Within Groups 474 12 ,039
Total ,526 14

P > 0,05 oldugundan dolay1 LSD ve Duncan analiz sonuclar1 verilmemistir. Bu degerlere

gore alman sonuglar g6z ardi edilecek sekildedir.

D-Mannitol %5’lik uygulama grubuna ait sonuclar;

Agirhik (g)

0,9

0,85
0,8

0,75 - ——Agirhk (g)
0,7

0,65
1l.gin 7.gln 14.gin 21.gln 28.gln

Sekil 4.17. D-Mannitol (%5) Uygulama Grubuna Ait Biyokiitle Degisimi
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Sekil 4.18. D-Mannitol (%5) uygulama grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen kalluslarin
gorunimu

Bu uygulama grubunda alinan sonuglar ilk ii¢ haftada %19 oraninda artis
gosterdikten sonra dordiincii haftada %9 oranina gerilemistir.

D-Mannitol %10luk uygulama grubuna ait sonuclar;

Agirhik (g)

0,8
0 ‘__.\.___\
0,6

\

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

—o—Agirhk (g)

1.gln 7.gln 14.gin 21.gln 28.gln

Sekil 4.19. D-Mannitol (%10) Uygulama Grubuna Ait Biyokiitle Degisimi
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Sekil 4.20. D-Mannitol (%10) uygulama grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen
kalluslarin goériiniimii

Bu uygulama grubundan alinan sonuglar ilk haftadan itibaren toplamda %18
oraninda azalmuistir.

D-Mannitol ile yapilan uygulama grubu kontrol grubu ile incelenerek varyans analizi
yapildiginda 1= kontrol grubu, 2=D-mannitol (%5), 3=D-mannitol (%10);

ANOVA
VAR00001
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,588 2 ,294 11,092 ,002
Within Groups ,318 12 ,027
Total ,906 14

P < 0,05 oldugundan dolayr LSD ve Duncan analiz sonuglari incelenmistir bu sonuglar

asagidaki gibidir;
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Dependent Variable:VAR00001

Coklu Karsilagtirma Tablosu

U] ) Mean 95% Confidence Interval
VAR00002 VAR00002 Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
LSD 1,00 2,00 ,316332000" | ,102977827 ,010 ,09196259 | ,54070141
3,00 476576000 | ,102977827 ,001 ,25220659 | ,70094541
2,00 1,00 | -,316332000 | ,102977827 ,010| -,54070141| -,09196259
3,00 ,160244000 | ,102977827 146 -,06412541 ,38461341
3,00 1,00 | -,476576000 | ,102977827 ,001| -,70094541 | -,25220659
2,00 -,160244000 | ,102977827 146 -,38461341 ,06412541
Dunnett 1,00 2,00 ,316332000 | ,124266042 142 -,12962718| ,76229118
T3 3,00 476576000 | ,123297693 ,041 ,02807250 ,92507950
2,00 1,00 -,316332000 | ,124266042 142 -,76229118| ,12962718
3,00 ,160244000" | ,034189594 ,005 ,05814564 ,26234236
3,00 1,00 | -,476576000 | ,123297693 ,041| -,92507950 | -,02807250
2,00 | -,160244000 | ,034189594 ,005| -,26234236| -,05814564
VAR00001
VAR00002 Subset for alpha = 0.05
N 1 2
Duncan® 3,00 5] ,62815200
2,00 5] ,78839600
1,00 5 1,10472800
Sig. ,146 1,000
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Hidrojen Peroksit 100 mM’lik uygulama grubuna ait sonuglar;

Agirlik (g)

0,9
08 ‘0*—\

0,7 ‘0\‘\

0,6

0,5 \

0.4 —e—Agirlik (g)
0,3

0,2
0,1

1l.gln 7.eun 14.gin 21.gln 28.gln

Sekil 4.21. Hidrojen Peroksit (100 mM) Uygulama Grubuna Ait Biyokiitle Degisimi

Bu uygulama grubundan alinan sonuglar ilk haftadan itibaren toplamda %33
oraninda azalmuistir.

Sekil 4.22. Hidrojen peroksit (100 mM) uygulama grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen
kalluslarin goriiniimii
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Hidrojen Peroksit 200 mM’hik uygulama grubuna ait sonuglar;

Agirhik (g)

0,8

0,7 .\;\

0,6 ® <
0,5 \

e

0,4
0,3
0,2
0,1

——AZirlik (g)

1.glin 7.gun 14.giln 21.gln 28.gln

Sekil 4.23. Hidrojen Peroksit (200 mM) Uygulama Grubuna Ait Biyokiitle Degisimi

Bu uygulama grubundan alinan sonuglar ilk haftadan itibaren toplamda %37
oraninda azalmuistir.

Sekil 4.24. Hidrojen peroksit (200 mM) uygulama grubu alt kiiltiirleme sonucu elde edilen
kalluslarin goriiniimii
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Hidrojen peroksit ile yapilan uygulama grubu kontrol grubu ile incelenerek varyans
analizi yapildiginda 1= kontrol grubu, 2=hidrojen peroksit (100 mM), 3=hidrojen peroksit

(200 mM);
ANOVA
VARO00001
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,673 2 ,336 10,420 ,002
Within Groups ,387 12 ,032
Total 1,060 14

P <0,05 oldugundan dolay1 LSD ve Duncan analiz sonuglari incelenmistir bu sonuglar

asagidaki gibidir;

Coklu Karsilagtirma Tablosu

Dependent Variable:VAR00001

(N J) Mean 95% Confidence Interval
VAR00002  VAR00002 | Difference (I- Lower Upper
J) Std. Error Sig. Bound Bound
LSD 1,00 2,00 | ,414776000 |,113641070 ,003| ,16717338| ,66237862
3,00 | ,477252000 | ,113641070 ,001] ,22964938 | ,72485462
2,00 1,00 |-,414776000 |,113641070 ,003| -,66237862| -,16717338
3,00 ,062476000 | ,113641070 ,593| -,18512662( ,31007862
3,00 1,00 |-,477252000 |,113641070 ,001| -,72485462| -,22964938
2,00 | -,062476000 |,113641070 ,593] -,31007862| ,18512662
Dunnett 1,00 2,00 ,414776000 | ,130416660 ,060| -,02199100( ,85154300
T3 3,00 | ,477252000 | 130769472 ,036| ,04071011| ,91379389
2,00 1,00 | -,414776000 |,130416660 ,060| -,85154300( ,02199100
3,00 ,062476000 | ,068071420 ,743| -,13889782( ,26384982
3,00 1,00 |-,477252000 |,130769472 ,036| -,91379389( -,04071011
2,00 | -,062476000 | ,068071420 ,743 ] -,26384982( ,13889782
VAR00001
VAR00002 Subset for alpha = 0.05
N 1 2
Duncan® 3,00 5] ,62747600
2,00 5] ,68995200
1,00 5 1,10472800
Sig. ,593 1,000
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Elde edilen tiim sonuglar incelendiginde,

Kontrol grubuna ait sayisal verilerde %84 liikk diizenli bir artis bulunmustur. Bununla
birlikte kontrol grubundaki tiim kalluslar saglikli bir biyokiitle olusumu gdstermistir.
Uygulama gruplarina ait sonuglarda kalluslar kontrol grubuna oranla morfolojik olarak

daha sagliksiz olarak elde edilmistir.

Kontrol grubunda devamli sayisal artis gézlemlenmesine karsin fenolik bilesiklerin
yogun bi¢gimde bulunmasi nedeni ile biyokiitlelerde kararmalar tespit edilmistir. Bu
kararmalar c¢ok yogun diizeyde olmamasindan dolayr tiim biyokiitlelerin ilerideki

calismalarda kullanabilecek sekilde oldugu gosterilmistir.

PEG 4000 ile muamele edilen kalluslarda 21 giinlin sonunda sayisal veri olarak
azalmaya gidilmistir. Ik 21 giinde %5’lik uygulamada %59 ve %10’luk uygulamada
%27’lik diizenli artig gdzlenmesi bitkinin stres faktoriine verdigi cevapla iligkilidir. 21
gilinlin sonunda yirmi sekizinci giine kadar ise biyokiitlede %5’lik uygulamada %19 ve
%10’luk uygulamada %?20’lik diizenli bir azalma bulunmustur. 21 giin boyunca
biyokiitlede artig gozlenmesine ragmen kalluslarin tamami 14 giiniin sonunda kararmistir
ve vitrifikasyon baglamistir. Bu nedenle biyokiitlede artis olmasi kallus veriminin
arttiginindan ziyade kallus morfolojisindeki degisimler ele alinmaktadir. 28 giiniin sonunda
kalluslar kararmis ve vitrifikasyona ugramis olmasia ragmen heniiz canliligini tamamen

kaybetmemis oldugu gbzlenmistir.

D-Mannitol ilk 21 giinde %5°1ik uygulamada %19 oraninda bir artis gézlemlenirken
21.glinden sonra 9%]10’luk bir azalma oldugu belirlenmistir. D-Mannitol %10’luk
uygulamada ise ilk haftadan itibaren %18 oraninda bir biyokiitle azalmas1 kaydedilmistir.
Bununla birlikte uygulama yapilan kalluslarm %751 21 giiniin sonunda tamamen kararak
canliligmi yitirmistir. %25 lik biyokiitle kismu ise 28 giiniin sonunda kaybedilmis ve kallus

canlilig1 bu uygulama sonucunda tamamen kaybedilmistir.

Hidrojen peroksit uygulamasinda sirasiyla %5 ve %10’luk uygulamalarda %33
ve%37 oraninda biyokiitlenin azaldigi bulunmustur. Hidrojen peroksit uygulanan

biyokiitlelerde ¢ok kirilgan ve ufalanabilir kallus biyokiitlesi elde edilmistir. Bu kallus tip1
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hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde beklenen bir kallus biyokiitlesi olmasina karsin bu

uygulama grubunda biyokiitlede ¢cok yogun kayiplar gozlemlenmistir.

Yapilan calismada ki veriler varyans analizi program ile incelendiginde ise PEG-
4000 ile yapilan uygulamada anlamli sonuglar alinamamistir. Bu sonucun 1s1ginda PEG-
4000’in bitki tizerinde %5 ve %10’luk uygulamasmin ¢ok yogun ozmotik strese neden
olmadigmi ve daha yiiksek oranlarda uygulama yapilarak ozmotik stresin olusmaya
basladig1 yogunluklarin bulunabilecegi gosterilmistir. D-Mannitol ile yapilan uygulamada
ise ozmotik stresin anlamli degerlerde oldugu varyans analizi sonucunda belirlenmistir. Bu
sonuglar 15181nda D-Mannitol’tin ayni oranlarda kullanilan PEG-4000’e oranla bitkiye daha
yogun sekilde ozmotik stres olusturdugu saptanmistir. Hidrojen peroksit ile yapilan
uygulamada ise yine varyans analizi sonucunda anlamli sonuclar alinmistir. Alinan bu
anlamli sonuglar ile hidrojen peroksitin bitkilerde uygulanan oranlarda strese neden oldugu
saptanmistir. Hidrojen peroksit ile yapilan uygulamada diger kimyasallara oranla ¢ok daha
anlamli sonuglar alinmasi ise bu kimyasalin ozmotik stres diginda bitki tizerinde oksidatif

stresede neden agmis olabilecegi diistintilmiistiir.

Capsicum annuum L. ile yapilan in vitro ¢alismada, yalnizca ozmotik stres faktori
olarak eklenen %10 PEG igeren ortamdan alinan sonuclara bakildiginda, bu ortam tizerinde
gelistirilen Kandil Dolma ¢esitlerine ait olan kalluslardaki kiitle degisimi ilk alt kiiltiirde
%19.7 iken ikinci alt kiiltiirde % 41.2'ye yiikselmis, liclincli ve dordiincii alt kiiltiirlerde ise
%29.2-26.8 seviyesine diistligii gozlemlenmistir. Bununla birlikte %10 PEG 3350 ve bitki
biliylime hormonlarmin kullanildig: stresli ortamlarda ilk alt kiiltiirlerde sadece %10 PEG
eklenmis ortamlara gore ilk alt kiiltiirlerin tiglinde de kallus kiitle degisimlerinde bir artig
oldugu gozlenmistir. ilk alt kiiltiirde %44.9 olan degisimin, ikinci alt kiiltiirde %74.5’e
yiikselmis fakat tigiincii alt kiiltiirde %44.4 ve dordiincii alt kiiltiirde %23.9 seviyelerine
geriledigi belirtilmistir. Stres faktorleri ilk ve genellikle ikinci alt kiiltiirlemede kallus
biyokiitlesini arttrmistir. Daha sonraki altkiiltiirlerde ise biyokiitle orani hizla azalmistir.
(Ak1, 2005). Arastirmamizda da ilk ¢ altkiiltiirlemede PEG 4000 ve D-Mannitol eklenen
stresli ortamlarda artis gozlemlememiz yine bu ¢aligmalarla orantili olarak stres faktorii
uygulama sonuglarimizin dogrulugunu gdstermistir. Hidrojen peroksit eklenen stresli

ortamda ise kiitle azalmas1 olmasi ve kallus hiicrelerinin ¢ok kolay ufalanan daha yumusak
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kallus hiicreleri seklinde gdzlemlenmesi ozmotik stres sonucunda kallus hiicrelerinin bunu

tolare edemedigi bu kimyasalda gosterilmistir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

C. roseus bitkisinden elde edilen vinca alkalloidleri kanser kemoterapisinde
yaygin olarak kullanilir. Vinblastin ve vinkristin kan kanserine karsi etkilidir. Bunun yani
sira amotin adli indol alkalloidinin de kan kanserine karsi giiclii bir koruyucu aktivitesi
vardir. Vindesin, vinkristin ve vinblastin sitotoksik aktiviteye sahiptir. Vinblastin siilfat;
neoplazma tedavisinde deneysel olarak kullanilmaktadir ve Hodgking’s rahatsizligi ile

direngli Khlorio sarkoma tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Taha ve ark.,
2009).

C.roseus bitkisinden elde edilen eksplantlardan elde edilen kalluslarin hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde kullanilmas1 icin 2 mg/L NAA ve 5 mg/L BAP
konsantrasyonunda diger oranlardaki bitki biiyiime hormonlarmna oranla kallus tipinin daha
kirilgan ve hiicrelerin birbirinden ayrilmaya daha yatkin olmasi nedeni ile en uygun

konsatrasyon oldugu bildirilmistir (Ak¢am ve ark., 2000).

Yaptigimiz arastirmada en uygun kallus gelisim ortami kombinasyonu ve
konsantrasyonu 5 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP olarak bulunmustur ve bu ortam stres
faktorii eklenerek alt kiiltiirleme yapilan kalluslar i¢in kullanilmistir. Elde edilen kalluslar
sert yapili ve kolayca hiicrelere ayrilacak sekilde degildir bu nedenle tiim alinan sonuglar
1s181inda elde edilen bu sert yapili kalluslara bir haftalik hidrojen peroksitli yapay besin
ortaminda altkiiltiirleme yapildiginda elde edilen kalluslarin biyokiitlesinde g6z ardi
edilecek miktarda azalma olmasina ragmen kalluslar daha yumusak ve daha kolay sekilde

hiicrelerine ayrilacak hale geldiginden bu stresli ortamin kullanilabilecegi sdylenebilir.

Yine c¢alismamizda in vivo gellistirilmis daha yash bitkilerden elde edilen
eksplantlar ve in vitro ortamda yetistirilmis daha geng bitkilerden elde edilen
eksplantlardan elde ettigimiz kallus oranlar1 karsilastirildiginda geng bitkilerin eksplant
kaynagi olarak tercih edilmesinin gerekliligini bir kez daha gozlemlenmistir. Kallus
eldesinde tiim ortam sartlar1 ve biliyime hormonlarinin farkli kombinasyon ve

konsantrasyonlar1 diginda eksplant kaynaginin 6nemi unutulmamalidir.
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C. roseus bitkisinde daha Onceki bir calismada (Ak¢am ve ark., 2000), stres
faktorii olarak PEG 600 ve PEG 3350 kullanilarak bu ortamlarda gelistirilen kalluslardan
PEG 600 eklendiginde kalluslarin canliligina ket vurucu etki gosterilmistir. 100 ve 200 g/L
PEG 600 kullanimin 6zellikle 15. giinden itibaren tartimlarda kallus kiitlelerinde ve taze
agirliklarinda diisiis olmustur ve bu diistisiin nedeni dokularin su kaybetmesine bagli olarak
PEG 600’in hiicrelere giris yaparak kallus hiicreleri iizerinde strese neden oldugu
distiniilmiistir. PEG 3350 1se 30, 60, 90 ve 120 g/L eklenen ortamlarda kontrol grubuna
oranla daha hizli seviyede taze agirhk artis1 2. altkiiltiir ortamma kadar kaydedilmistir.
Ozellikle ikinci altkiiltiirlerde gdzlenen en yogun artis kallus hiicrelerinin bu stresli ortama
kars1 giderek adaptasyon gelistirdigini vurgulamislardir. Ozmotik stres yaratilan
ortamlarda kullanilan stres faktoriine ve altkiiltiirleme siiresine gore kallus gelisiminde

farkliliklar bulunmustur.

Yaptigimiz calismada PEG 4000 igeren stresli ortamlarda 21. giine kadar sirasiyla
icin %5 ve %10 uygulamalarda; %59 ve %40 biyoktiile artis1 olmasina ragmen 21 giiniin
sonunda 1 haftalik periyotta biyokiitlede swrasiyla %19 ve %20 oraninda azalma
gozlemlenmistir. D-Mannitol icin %5°lik uygulamada ilk 21 giin %19’luk bir kiitle
biyokiitle artis1 olmasmna karsmm 21 giiniin sonunda 1 haftalik periyotta %10’luk bir
biyokiitle azalmasi gozlemlenmistir. D-Mannitol %10’luk uygulama grubunda ise ilk
haftadan itibaren genel olarak %18’lik bir biyokiitle azalmas1 gézlemlenmistir. Oncelikle
meydana gelen kiitle artiglarinda bitkinin strese karsi olusturdugu tepki nedeniyle hizli artig
gosterdigi diistiniilebilir. Fakat anlatilan ¢calismadaki gibi kullandigim hidrojen peroksit ilk
haftadan itibaren sirasiyla %5’°lik ve %10’luk uygulama gruplarinda %33 ve %37’lik
biyokiitle azalmalara neden olmustur. Buda tipk1 6nceki caligmada kullanilan PEG 600 gibi
ortamda ozmotik strese neden olarak su kayiplarina ve genel kiitlede azalmalara neden

oldugunu gostermistir.

Catharanthus roseus tiirii ile ilgili olarak bugiine kadar tamamlanmis olan
bilimsel arastirmalarin ve tamamlanan Yiiksek Lisans Tezi Projesinin 1518mda
Catharanthus roseus tliriinde hiicre silispansiyon kiiltiirii olusturmadaki ilk asama olan
kallus biyokiitle eldesi basarili bir sekilde tamamlanmistir. Elde edilen saglikli kallus
biyokiitlesinin 2,4-D, Kinetin, BAP, NAA gibi bitki biiylime hormonlarmin farkli

kombinasyon ve konsantrasyonlarinda, ortam sartlarina ve stres faktorlerine bagli olarak
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degisimler gosterdigi sOylenebilir. Stres faktorleri biyokiitlede ilk altkiiltiirlemelerde ¢ok
yogun kiitle artiglarma neden oldugu i¢in bu uygulama birkag altkiiltiirleme siiresince
kullanilmasmin uygun oldugu sdylenebilir. Fakat bununla birlikte stres faktori
uygulamalarinda belirli siirelerde yapilmayan uzun vadeli altkiiltiirleme ile canli kallus

biyokiitlesinde kayiplar yasanacagi da anlasilmistir.

Bu calisma ileri asamalarda gergeklestirilecek olan hiicre siispansiyon kiiltiirti
ortami1 ve sekonder metabolitlerin eldesi ile ilgili ¢alismalara 6n bir calisma olarak katkida
bulunacaktir. Kallus eldesinin en yiiksek oranda oldugu ve hem ortam kosullar1 hem de

biyotik stres faktorleri ile cok degisken olabilecegi gosterilmistir.
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