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NICOTIANA TABACUM L. (TUTUN)’DA IN VITRO REJENERASYON
SISTEMLERININ GELISTIRILMESI

OZET

Calismamizda, Nicotiana tabacum L. cv. Samsun (tiitiin)’un in vitro
rejenerasyon sistemleri gelistirilmistir. Bu dogrultuda, farkli Nicotiana tabacum L.
cv. Samsun (tiitiin) eksplantlarindan organogenesis gerceklestirilmistir. Yaprak
eksplantindan organogenesis indirekt, govde eksplantindan ise direkt yolla meydana
getirilmigtir. Organogenesisin indirekt yolla gerceklesmesi icin yaprak eksplantlari,
once farkli oranlarda NAA ve BAP ilave edilmis MS igeren kallus tesvik ortamlarina
aktarilmistir. Bu ortamlarda meydana gelen kallus dokular1 karsilastirilarak, en iyi
kallus tesvik ortami olarak 2,0 mg/L NAA ve 0,2 mg/L BAP iceren ortam
belirlenmistir. Secilen kallus dokusu alt kiiltiirlemeler ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan
kallus dokusundan siirglin rejenerasyonu 2,0 mg/L BAP, 0,5 mg/LL NAA ilave
edilmis MS ortaminda meydana gelmistir. Bu siirgiin rejenerasyon ortaminda
eksplant bagina diisen siirgiin sayist 2,05 olarak hesaplanmistir. Gévde eksplantindan
stirglin olusumu ise 2,0 mg/L NAA ve 0,2 mg/L. BAP ilave edilmis ortamda meydana
gelmigstir ve eksplant bagina diisen siirgiin sayisi 7 olarak hesaplanmistir. Her iki
yolla organogenesisi ger¢eklestirilen siirglinler, bitki biiylime diizenleyicileri
icermeyen ortamda (MS0) devam eden alt kiiltiirlemeler yolu ile koklendirilmistir. In
vitro kosullarda yaprak ve govde eksplantlarindan rejenerasyon sonucu elde edilen
tam bitkilerin son asamada, topraga aktarilarak dis ortama aligmalar1 saglanmistir.
Calismamiz sonunda, rejenerasyon sonucu elde edilen biitiin bitkilerin dis ortama

uyum sagladiklar1 ve saglikli bir sekilde biiytidiikleri gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nicotiana tabacum, in vitro, bitki biiylime diizenleyicileri,

kallus, rejenerasyon.



IMPROVING IN VITRO REGENERATION SYSTEM IN NICOTIANA
TABACUM L. (TOBACCO)

ABSTRACT

In this research, Nicotiana tabacum L. cv. Samsun regeneration system has
been improved in in vitro conditions. Organogenesis were realized from different
explants of Nicotiana tabacum L. Samsun. Organogenesis occured directly from leaf
explants and indirectly from stem explants. Callus induced from leaf explants, on MS
(Murashige and Skoog, 1962) medium supplemented with different concentration of
plant growth regulators. When we compared different callus induction medium, best
callus induced medium was included 2,0 mg/L NAA and 0,2 mg/L BAP. Callus in
optimum medium subcultured and then regenerated to whole plant on MS medium
with 2,0 mg/L BAP, 0,5 mg/L NAA. Shoots formed from stem explants on MS
medium with 2,0 mg/L NAA and 0,2 mg/L BAP. Leaf explants formed 2,05 shoots
per explants and stem explants formed 7 shoots per explants. Whole plants, which
occured directly or indirectly organogenesis, formed roots on basal MS medium.
After a while in vitro regenerated plants transplated to soil and acclimizated to ex
vivo. At the end of the research we claime that all regenerated plants adaptated ex

vivo conditions and growed healthy.

Key words: Nicotiana tabacum, in vitro, plant growth regulator, callus, regeneration.
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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

urunlerin uretilmesidir.

Doku kiiltiirii tekniginin temelini, bitki hiicrelerinin totipotensi yetenekleri ve
rejenere olabilme 6zellikleri olusturmaktadir. Bitki hiicrelerinin her birinin biitiinii
verme yeteneklerinin, in vitro bitki tiretimi igin kullanilma ¢aligmalar1 1900’1 yillara
dayanmaktadir. Alman bilim adami Haberlandt 1902 yilinda, ilk in vitro kiltiir
caligmasini denemistir. Bitki hiicrelerini in vitro ortamda canli tutmay1 basarmistir.
Ancak bitki biiyiime diizenleyicilerinin o yillarda heniiz kesfedilmemesinden dolay1

cogaltmada basarili olamamustir.

Bitki biiyiime diizenleyicilerinin kesfedilmesi ile 1940’11 yillarda asil doku
kiiltiiri alanindaki ¢aligmalar baglamigtir. Yapilan ilk caligmalar, besin ortamina
konulan bitki hiicre, doku ya da organ gibi kisimlarinin in vitro ¢ogaltilmasi ve
rejenerasyonun saglanmasi iizerine olmustur. Olgun embriyolarin kiltiiri, kok
kiiltiirti, apikal meristem kiiltiirii, kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirii ilk ¢aligmalar
olarak sayilabilmektedir. Doku kiiltiiri alandaki ¢alismalar, daha sonraki yillarda
cesitlilik gostermeye baslamistir. Germplazm muhafazasi, somatik hibridizasyon,
haploid bitki iiretimi, dogada tozlasmas1 miimkiin olmayan tiirlerin hibridizasyonu,
somaklonal varyasyon ve gen transferi gibi bitki 1slahinda uygulama alanlarinin yan
sira ticari ve 1slah dis1 ¢aligmalarda, hastaliksiz bitki tiretimi, mikrogogaltim, sentetik
tohum iiretimi ve sekonder metabolit liretimi gibi ¢ok ¢esitli doku kiiltiirii caligsmalari
yapilmaktadir. Giiniimiizde ise doku kiiltiirii, daha ¢ok genetik miihendisliginde bir

ara¢ olarak kullanilmaktadir.



Gen aktarim c¢alismalarinda en Onemli asama, bitkinin in vitro
rejenerasyonunun saglanmasidir. Bir bitki hiicre, doku veya organ gibi kisimlarinin
in vitro ortama alinmasi ve ¢esitli doku kiiltiirii ¢alismalarin yapilabilmesi igin bu
bitki kisimlarindan in vitro rejenerasyonun basarilmast gerekmektedir. Besin
ortamina konulan bitki kisimlarindan rejenerasyonun saglanmasinda ekzojen ve
endojen bircok faktor etkili olabilmektedir. Bitki genotipi, fizyolojik durumu,
bitkinin yag1 gibi faktorler arasinda bitki biiyiime diizenleyicileri en énemli faktor
olarak rejenerasyonu yonetmektedir. Bir bitkinin hiicre, doku veya organ gibi
kisimlarindan rejenerasyon uygun bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonu ve

kombinasyonlarinin se¢ilmesi ile asilabilmektedir.

1.1.1. Doku Kiiltiirii Besin Ortami Bilesenleri

Bitki doku kiiltiiri besin ortamlari, tamamen yapay ortamda bitkiden alinan
herhangi bir par¢anin biiylime ve gelismesine imkan verecek sekilde tasarlanmistir.
Tasarlanan bu besin ortamlar1t ortamlar1 {i¢ temel bilesen icermektedirler. Bunlar;
bitkinin ihtiya¢ duydugu ve c¢ogunlukla toprakta bulunabilen mineral elementler,

organik maddeler (vitaminler, aminoasitler) ve karbon kaynagidir.

Besin ortamma ilave edilen mineral elementler, bitkilerin biiyliimesi ve
gelismesi icin gerekli olan elementlerdir. Doku kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilan
besin ortamlarinda bitkilerin alabilecegi formlarda eklenmektedirler. Makro ve mikro
elementler olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Makro elementler; biiylik miktarlarda besin
ortama ilave edilen elementler, mikro elementler ise az miktarlarda ilave edilen
elementlerdir. Tablo 1.1 ve Tablo 1.2 ‘de makro ve mikro elementlerin bitki

gelismesi icin dnemleri ve besin ortamina ilave edilen formlar1 verilmistir.



Tablo 1.1. Besin ortamina ilave edilen makro elementler(Trigiano ve Gray,1996)

Element Gorevi ilave Edilen Formu

Kalsiyum Kalsiyum bir¢ok enzimin ko-faktorii olarak gorev alir ve CaCl, veya Ca NO,
ozellikle hiicre duvart sentezi i¢in dnemlidir.

Magnezyum Enzimlerin fonksiyonlar1 igin kritiktir ve klorofil MgSO,
molekiilii i¢in gerekli bilesiktir. Bitkilerde negatif yiiklii
iyonlarin dengeleyen katyondur.

Nitrojen Genel biiylime igin ve bitkinin yasami i¢in gereklidir. NO; ", NH,"
Cogunlukla inorganik nitrojen aminoasitlere sonrada
proteinlere doniistiiriilmektedir.

Fosfor Niikleik asit ve diger yapisal bilesiklerin Snemli bir KH,PO,
pargasidir.

Potasyum Major pozitif iyon olarak gereksinimi karsilayarak negatif KCl
iyonlar1 dengeler.

Stlfiir Bircok oOnemli silfiir iceren aminoasitlerde mevcut MnSO,4H,0

6nemli proteinlerin yapilari i¢in kritiktir.

Tablo 1.2:

Besin ortamina ilave edilen mikro elementler(Trigiano ve Gray,1996)

Element Gorevi ilave Edilen Formu

Bor Lignin biyosentezinde ve fenolik asit metabolizmast ile ilgili H;BO;
enzimatik aktivitelerde gereklidir.

Kobalt Bazi vitaminlerin bilesenidir. CoCl, 6H,0O

Bakir Sitokrom oksidaz sistemini de igeren bir¢ok enzim CuSO, 5H,0
reaksiyonu i¢in kritiktir.

Iyot Iyotun etkisi bitki tiiriine gore cesitlilik gdstermektedir. KI
Kiiltiirde kallus ve kok biiylimesini ilerlettigi bulunmustur.

Demir Bir¢ok oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlar1 icin gerekli FeSO, 7H,O
oldugu kadar klorofil sentezi igin de gereklidir.

Mangan  Enzimatik reaksiyonlar i¢in Ozellikle solunum ve MnSO44H,0
fotosentezde gereklidir.

Molibden Nitratin amonyuma doniigmesini igeren iki enzimatik Na,MoO, 2H,0O
reaksiyonda kofaktor olarak gorev alir.

Cinko Kloroplast gelisimi i¢in dnemlidir ve ayrica bir¢ok enzimatik ZnS0O, 7 H,O

reaksiyon i¢in gereklidir.




Besin ortamlarinin ikinci onemli bileseni ise, karbon kaynagidir. Kiiltiire
alinan bitki hiicreleri ve dokularinin fotosentez hizlari, in vitro ortamda mevcut
COy’in smurlt olmast nedeniyle diisiiktiir. Yeterli biiyiime ve gelisme i¢in ortama
ilave edilen karbon kaynagia ihtiya¢ duyarlar. Kolay elde edilebilir olmasi, kolay
Oziimsenmesi ve oldukca stabil olmasi nedeniyle en yaygin olarak kullanilan karbon
kaynaklari, sekerlerdir. Besin ortaminda en siklikla kullanilan sekerler; sakkaroz,

glukoz, maltoz, rafinoz ve fruktozdur.

Ucgiincii 6nemli besin ortamu bileseni, vitaminler ve aminoasitler gibi organik
maddelerdir. Vitaminler, bitki hiicre ve dokular1 i¢in enzimatik reaksiyonlarda
katalitik etkiye sahip olmalarindan dolay1 gereklidir. Ortama yaygin olarak eklenen
vitaminler; thiamin, nikotinik asit, pridoksin, myo-inositol ve d-biotindir.
Aminoasitler ise indirgenmis nitrojen kaynagi olarak ortamda bitki hiicreleri ve

dokular tarafindan kullanilmaktadir.

Besin ortamlari, bulunan bu ii¢ temel bilesen disinda; yari-katilastiricilar, bitki
biiyiime diizenleyicileri ve su icermektedirler. Besin ortamlar1 yapilacak kiiltiir
cesidine gore kat1 veya sivi olabilmektedir. Ortami katilagtirmak i¢in yaygin olarak
agar kullanilmaktadir. Deiyonize olarak kullanilan su ise, besin ortaminin

%90 ’nindan fazlasini olusturmaktadir.

Besin ortami bileseni, bitki biiyiime maddeleri veya bitki biiylime
diizenleyicileri; bitkiler tarafindan sentezlenen, ¢ok kiiclik konsantrasyonlarda bile
fizyolojik olaylarda etkili olabilen ve sentezlendikleri yerden uzaklarda veya hemen
orada etkili olabilen organik bilesiklerdir (Palavan ve Unsal, 1993). Bitki tarafindan
meydana getirilmedigi halde hormon aktivitesine sahip sentetik maddeler, dogal
nitelikte diisiik konsantrasyonlarda etkin, fakat tasinamayan fitohormonlarda bu
tanim igerisine girmektedirler. Bitki biiylime diizenleyicileri, besin ortaminda kiiltiire
alman bitki hiicrelerinin gelisimsel iz yollarmin belirlenmesinde kritik ortam
bilesenleridir. Besin ortamina yaygin olarak bitki hormonlar1 ya da sentetik

analoglar1 olarak ilave edilmektedirler.



Bitki gelisme ve biiylimesinin diizenlenmesinde dneme sahip bes esas bitki
bliylime diizenleyicisi bulunmaktadir. Bunlar; oksinler, sitokininler, gibberellinler,

absisik asit ve etilendir.

Oksinler; fotoperiyodizm, koklenme, hiicre uzamasi, adventif kok olusumu,
apikal dominansi, yan siirgiinlerin gelisiminin engellenmesi ve hiicre gelisiminde
etkili olan bitki biiyime diizenleyicileridir. Doku kiiltiiriinde tek basina
kullanildiklarinda kallus uyarimi, hiicre siispansiyon elde eldesi ve somatik
embriyogenesis uyarimi, sitokininlerle birlikte kallus olusumu, siirgiin rejenerasyonu,
somatik embriyogenesisi uyarmaktadir (Babaoglu ve dig., 2002). Doku Kkiiltiiriinde,
dogal ( Indol-3- asetik asit-IAA) ve sentetik oksinlerin ( naftalen asetik asit-NAA,
2,4-Diklorofenoksiasetikasit-2,4D, indol-3-biitirik asit -IBA) her ikiside
kullanilabilmektedir.

Sitokinler, bitki hiicrelerinin boliinmesini tesvik edebilen madde olarak 1950’1li
yillarda kesfedilmistir. Apikal dominansi, siirglin meristem olusumu, yaprak
senesensi, besin maddelerinin taginimi, tohum ¢imlenmesi, kok biiyiimesi ve stres
yanitin1 igeren bir¢cok bitki gelisiminde rol oynamaktadir (Barciszewski ve dig.,
2007). Dogal sitokininler, zeatin ve 6-dimetil aminopiirin (2-IP) ve sentetik
sitokininlerden benziladenin (BA), benzilamino piiriin (BAP), kinetin (6-

furfurilaminopiirin) doku kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Gilintimiizde farkli bitki tiirleri i¢in gelistirilmis ve farkli oranlarda bilesenler
iceren besin ortamlart bulunmaktadir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda en Onemli
etkenlerden birisi, besin ortaminin se¢imidir. Bir bitki tiirliniin in vitro biiylimesi ve
gelismesi i¢in uygun olan bir ortam diger bir bitki tiiriiniin in vitro gelismesine

olanak saglamayabilir.

1.2. Hiicresel Totipotensi

Organizmalarda hiicre boliinmesi ile meydana gelen her bir hiicre

hiicredisindan gelen sinyallere gore farklilasma gecirerek bulundugu dokuya 6zgii



hiicreye doniismektedir. Yiiksek oranda olgunlasmis ve farklilagmis bitki hiicreleri
boyle bir farklilasma gecirdikten sonra, hiicre membranina ve islevsel bir ¢ekirdege
sahip olduklar siirece meristematik bir sathaya geri donme yetenegine sahiptirler.
Bitki hiicrelerinin sahip oldugu bu 6zellik, totipotensi yani biitlinii verme yetenegi
olarak adlandirilmaktadir. Bitki hiicreleri, bu yetenekleri sayesinde, bir hiicre
tipinden diger hiicre tipine doniisebilir ve tam organizasyonlu bir bitkiyi

olusturabilmektedir.

Totipotensi 0zelligi, cogunlukla bitkide bir hiicrenin son farklilagsmaya
ugramasindan sonra tamamiyla kalir. Farklilasmis bir hiicre, totipotensi 6zelligini
ifade etmek i¢in ilk 6nce yeniden farklilasmanin izledigi tersine farklilagsmaya ugrar
ve daha sonra yeniden farklilagma gecirir. Gautheret (1966)’e gore; bir bitki
hiicresinin meristematik bir sathaya geri donme, derecesi in situ de ulastig1 fizyolojik
ve sitolojik duruma bagli olarak gerceklesmektedir. Boliinmemedeyken,
cogalmalarini destekleyen besin ortaminda biiyliyen farklilasmis dokulardaki durgun
hiicreler, ilk dnce meristematik sathaya kesin degisimi basarirlar. Bu asamada hiicre
icerisinde fonksiyonel olmayan hiicresel bilesenlerin lizozomal aktivite ortadan

kaldirilmalar ger¢eklesmektedir (Bornman, 1974).

Doku kiiltlirii teknigi, sadece hiicrelerin totipotensi 6zelligini ortaya koyan
etkenleri caligmak i¢in mitkemmel bir firsat degil ayn1 zamanda sitolojik ve histolojik

farklilasmay1 kontrol eden etkenlerin arastirilmasina izin veren bir tekniktir.

1.3. Rejenerasyon

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem, embriyo gibi ¢esitli parcalarindan
yeni bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir. Cok
hiicreli dkaryotik organizmalar totipotensi 6zellikleri sayesinde tek bir hiicreden tam
organizasyonlu bir organizmaya rejenere olabilme yetenegine sahiptirler. Bitki doku
kiltirii islemlerinde kullanilan temel sistem, bitki rejenerasyonudur. Bitki
rejenerasyonu; organize olmus meristematik hiicreleri igeren somatik hiicrelerden

rejenerasyon, meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon, mayoz



boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon olarak ayrilmaktadir (Babaoglu

ve dig., 2002).

Adventif organlardan ya da somatik embriyolardan rejenerasyon; secilen
bitkinin tiiriine oldugu kadar endojen ve ekzojen bir¢ok faktdrlere de baglidir. Bu
faktorler; segilen bitki eksplanti, kiiltiirlin ¢evresel kosullari, besin ortami ve bitki
biiylime diizenleyicileri olarak siralanabilmektedir. Bu faktorler arasinda bulunan ve
baslica role sahip olan bitki biliylime diizenleyicileri konsantrasyonlar1 ve
kombinasyonlarinin bitki rejenerasyonunu yonettigi bir¢ok arastirmaci tarafindan
ortaya konmustur (Molnar ve Ordog, 2005). Ozellikle oksin/sitokinin orani, in vitro
morfogenik islemlerde rejenerasyonu saglayan en énemli faktor olarak goriilmektedir
(Christianson ve Warnick, 1983). Yiiksek oksin/sitokinin orani, genellikle kok
olusumunu tesvik ederken, diisiik oksin/sitokinin orani ise siirgiin olusumunu tesvik
etmektedir. Diger taraftan esit oksin/sitokinin orani organize olmamis hiicresel
cogalmaya ve kallus olusumuna sebep olmaktadir (Yamaguchi ve dig., 2003).
Kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin miktarlarinin yani sira ¢esitlerinin de
farkli kok ve siirgiin olusumundan sorumlu oldugu ortaya konmustur (D’Onofrio ve
Morini, 2006). Yapilan bir c¢alismada sitokininlerden kinetin  (Kin)’in,
benzilaminopiirine (BAP) gore daha diisik biyolojik etkinlige sahip oldugu
bulunmustur (Khanam ve dig., 2000).

1.4. Kallus Kiiltiiri

Bazi bitki tiirlerinde mekanik yaralanmaya reaksiyon olarak yaralanma
yerlerinde olusan farklilasmamis parankimatik hiicreleri i¢eren yigina kallus dokusu
ad1 verilmektedir. Bircok bitki tiirtiniin ¢esitli hiicre ve dokulari, doku kiiltiiriinde
kallus olusumu i¢in uyarilabilmektedir. Bu wuyarilmayir 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 ( Trigiano ve Gray, 1996).



Kallus, genetik, patoloji, biyokimya, anatomi, morfoloji, fizyoloji, sitoloji
alanindaki arastirilan temel problemlerin incelenmesi ve ¢oziimii i¢in deneysel sistem
olarak islev gormektedir. Bitki biyoteknolojisinde ise, kallus kiiltirii in vitro
cogaltim, somaklonal varyasyon ve hiicre kiiltiirlerinin olusturulmas: amaciyla

kullanilir.

Besin ortamina konulan kallus dokusundan bitki rejenerasyonu, adventif organ
olusumu (organogenesis) ve somatik embriyolarin olusumu (embriyogenesis ) yolu
ile meydana gelmektedir. Besin ortamimna ilave edilen bitki biiylime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 kallus dokusunun hangi yolu izleyecegini

belirler.

Tamamen farklilasmis bitki dokusunun organize olmamis hiicreler yiginina
dontismesine tersine farklilagsma (de-differentiation), boyle bir yigindan siirglin ve ya
kok seklinde tekrar bir morfolojik farklilagmaya gidilmesine ise yeniden farklilagsma

(re-differentiation) denilmektedir (Babaoglu ve dig., 2002).

1.4.1. Somatik Embriyolarin Olusumu (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 igeren iki kutuplu yapr meydana

gelmektedir.

In vitro kiiltiir sartlar1 ve besin ortami bilesenlerinden 6zellikle bitki biiyiime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlarinin uygun olmasi sonucu bir bitkinin herhangi
bir somatik hiicre, doku veya organindan somatik embriyo elde etmek miimkiin

olabilmektedir.



1.4.2. Organ Olusumu (Organogenesis)

Organogenesis, hiicrelere ve dokulara baski uygulayip bazi degisikliklere
sebep olunarak siirglin veya kok primordiyumu (taslagi ) diye isimlendirilen tek
kutuplu bir yapmin meydana gelme siirecidir. In vitro organ gelisimi, indirekt
organogenesis ve direkt organogenesis olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Indirekt
organogenesiste, meristematik bir merkezin ve bunu takip eden siirgiin ve ya kok
olusumundan 6nce alinan eksplant dokusu organize olmamis kallus kiimesinin
olugmasi i¢in uyarilmaktadir. Dogrudan organogenesiste ise, kallus gelisimi

olmaksizin siirgiin ve ya kok olusumu gergeklesmektedir (Babaoglu ve dig., 2002).

Eksplantin ortama konulmasindan belirgin bir organ ortaya c¢ikmasina kadar
gecen siirede, lic ayr1 asamada degerlendirilebilecek olaylar gerceklesir. Bu asamalar
sirastyla yeterlilik, kararlilik, morfolojik farklilasmadir. Yeterlilik asamasinda,
ortama konulan bitki hiicre veya dokular organogenik bir uyarim icin belli bir
yetenek, yeterlilik kazanmaktadir. Bu asamada 6ncelikle olgun eksplant dokusunun
tersine farklilasmas1 gerceklesmektedir. Ikinci asamada; ortamdaki bitki biiyiime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 ile hiicreler belirli bir
gelisme tipi (kok, slirglin, veya kallus) i¢in sartlandirilmalar1 yani kararli bir hale
gelmeleri gerceklesir. Son asama ise, morfolojik farklilasma ve gelisme
tamamlandigi ve belirgin organin gozilkmeye basladigi asamadir. Bu gelismenin
tamamlanmas1 herhangi bir ortamda gerceklesebilir. Ikinci asama sonunda 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 06zellik, meristematik merkezlerin
olusumudur. Direkt ve indirekt organogenesisin her ikisinde de meristematik
merkezler vakuollii parankima hiicrelerinden olusmaktadir (Ross ve dig., 1973;
Villalobos ve dig., 1985). Bu hiicreler yap1 olarak kiigiik, izodiyametrik, ince duvarl
ve yogun bir sekilde boyanan belirgin ¢ekirdeklere 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 farklilasan bir¢ok tipte primordiya hiicrelerine gelisme

yetenegine sahiptir.

In vitro organ olusumu, eksplant kaynagi olarak kullanilan bitkinin genotipi ve
fizyolojik durumu (Monacelli ve dig.,1983; Torrigiani ve dig., 1987;Almatura,1989),
eksplantin kesildigi bitki kismi, bitki biiylime diizenleyicileri, 151k, sicaklik (Tran
Than Van ve Dien, 1974; Van Den Ende ve dig., 1984; Cousson ve Tran Than Van,
1981) , karbonhidrat (Thorpe ve Biondi, 1981) gibi faktorlerden etkilenmektedir.

Organogenesis siirecinin, beceri kazanma, morfogenik izyollarin belirlenmesi
ya da atanmasi, morfolojik farklilasma ve gelisme igeren bir¢ok farkli safhalarin
icinde ilerledigi gosterilmistir (Christianson ve Warnick, 1983;1985). Morfogenik
izyollarin belirlenmesi, ekzojen bitki biiyiime diizenleyicileri yoklugunda devam

edebildigi zaman tamamlanmaktadir (Dhaliwal ve dig., 2003).

Calismamizda, doku kiiltiirii kosullarinda Nicotiana tabacum L. (tiitiin)’un
rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
Nicotiana tabacum L. cv. Samsun (tiitiin) farkli eksplantlarindan organogenesis
gerceklestirilmistir. Yaprak eksplantindan organogenesis indirekt yolla, goévde
eksplantindan ise direkt yolla meydana getirilmistir. Yaprak eksplantindan kallus
olusumu farkli oranlarda oksin ve sitokinin igeren ortamda gergeklestirilmistir. Bu
ortamlarda meydana gelen kallus dokular1 karsilastirilarak en 1yi kallus ortami
belirlenmigtir. Uretilen en iyi kallus dokusunun tam bitkiye rejenerasyonu
gerceklestirilmistir. Her iki yolla elde edilen tam bitkilerin saks1 topragia aktarimi

gergeklestirilmistir.
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

Solanacea familyasinin ekonomik agidan 6nemli tiirleri, in vitro ¢aligmalarda
model olarak kullanilmaktadir ( Van Der Beek ve Ltifi, 1991; Aki, 2005) Nicotiana
tabacum L. (tiitiin) doku kiiltiirii in vitro organogenesis ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tran Thanh Van ve dig., 1974; Tran Thanh Van, 1981). Ayrica,
tiitlin doku kiiltiirtiniin kullanilmasi aracilig1 ile (Mandel ve dig., 1992) fizyolojik,
metabolik islemlerde ve genetik calismalarda genis Olgiide kullanilan 6nemli bir
model bitkidir (Elleuch ve dig., 2001). Totipotensi ilk olarak Nicotiana tabacum
tiriinde tek hiicrelerden olgun bitkilerin elde edilmesi ile gosterilmistir (Vasil ve
Hildebrandt, 1966). Bunu yani sira, izole edilen protoplastlardan ilk bitki

rejenerasyonu N. tabacum ile gerceklestirilmistir (Takebe ve dig., 1971).

Grady ve Bassham ‘a (1982) gore; tiitiin kallus dokusundan siirgiin olusumu
ilk kez 1939 yilinda White tarafindan ortaya konmustur. Birka¢ yi1l sonra Skoog ve
Miller (1957) ekzojen olarak eklenen oksin ve sitokininin tiitiin kallusun dokusunun,
kok ya da stirgline farklilasmis ya da farklilasmamis safthada kalmasini belirledigi

ortaya konmustur.

Yapilan bir ¢alismada; siirgiin olusturan ve siirglin olusturmayan yaprak disk
kiiltiirii karsilastirilarak 35 giin boyunca mineral icerigi izlenmis biiylime, silirglin
organogenesis ile iliskisi arastirilmigtir. Bu amagla, Nicotiana tabacum L. var. zz100
yaprak diskleri, siirgiin olusumu i¢in 5 uM BA ilave edilmis MS s1v1 besin ortaminda
ve bitki biiyiime diizenleyicileri igcermeyen MS sivi besin ortaminda kiiltiire
alimmustir. Bu ortamda kiiltiire alinan eksplantlar gozlendiginde, eksplantin biiyiime
ve siirgiin olusumunun, sitokinin aracilig1 ile uyarildigr ortaya konmustur. Calismada
ayrica siirglin olusumu gozle goriiliir bicimde {i¢ morfogenik satha ile karakterize
edilmistir. Birinci satha; 6n meristem olusumlarinin gerceklestigi 0-10 giin
periyodundaki donemdir. Bu safhada, eksplant ¢aplarinin genislemesi ve sitokinin

sebebiyle morfogenik ilk belirti olan eksplantin kesik bolgelerinin ¢evresinde kallus
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olusumu meydana gelmektedir. Ikinci safha ise 10-20. giin periyodunda siirgiin
meristeminin baslamasi ve meristemoid adi verilen meristem hiicrelerinin
olusturdugu, yesil kiimelerin ayr1 yiginlarinin eksplantin ¢evresinin etrafinda kallus
biyokiitlesinin iginde goriildiigli sathadir. Bu olusum kiiltiiriin  18. gilinlinde
eksplantin %50 ‘sinde, 20-22 giinde ise eksplantin %100 ‘de goriildiigi belirtilmistir.
Son satha ise 20-35 giinde ise tesvik edilmis meristemin yapraksi siirgiine dogru
biiylime ve farklilagsmasinin gerceklestigi satha olarak tanimlanmistir. Ufak yapraksi
stirgiinlerin meristemoidlerde ortaya ¢ikmasi ve Kkiiltlirde zamanla artan siirglin

olusumunun (%75-100) gerceklestigi belirtilmistir (Ramage ve Williams, 2003).

Tiitlin yaprak eksplantlarinda de novo dogrudan siirgiin ya da kok olusumu,
ortamdaki fitohormonlara bagli oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan ortaya konmustur
(Attfield ve Evans, 1991a; b; Dhaliwal ve dig., 2003). De novo organogenesis,
meristematik merkezlerin, meristemoidlerin artisin1  veren, slirgiin  ve kok
primordiyalara gelisen ve sonunda sirasiyla siirglin ve koke gelisen bolgesel hiicre

boliinmelerinin bagladigini gostermektedir (Thorpe, 1980).

Kiiltiire alinmig Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc. yaprak eksplantlarinin
kullanildig1 bir ¢alismada, kallus olusumu ve kok olusum siireci 151k ve taramali
elektron mikroskobu kullanilarak incelenmis, kallus ve koklerinin ortaya ¢ikis
zamanlan kaydedilmistir. Eksplantlardan yiikselen siirgiin ve koklerin gelisimleri
aralarinda ve bitki biliylime diizenleyicilerinin olmadig1r ortamdaki eksplantlar ile
karsilagtirilmasi sonucunda siirglinlerin kiiltiirde 12 giin sonra, koklerin ise 7 giin
sonra goriildiigii belirtilmistir. Isik ve taramali elektron mikroskobu ile yapilan
incelemeler ile kallus olusturacak nodiillerin (meristemoid) eksplant kenarinda
gbzlendigi ve bu nodiillerden siirgiin yiikseldigi ortaya konmustur. Nodiiller baglica
palizat mezofil hiicreleri, baz1 slinger mezofil ve siir kilif hiicreleri boyunca kdken

aldiklar belirtilmistir (Attfield ve Evans, 1991; Dhaliwal ve dig., 2003).

Tiitlin kallusunda siirglin olusumuna yol gosteren en erken histolojik olaylar
altinci ve ondordiincli gilinler arasinda (Thorpe ve Murashige, 1970) kallusun
biiylidiigli ortam ylizeyinden kisa uzaklikta gergeklestigi belirtilmistir (Ross ve
Thorpe, 1973). Tercihli hiicre boliinme aktivitelerinin gergeklestigi bolgede nodiiler
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yapilar (meristemoidler) goriildiigii ve bu yapilarin organ olusturmadan kalabildigi
ya da siirgilin, kok meydana getirebilir oldugu belirtilmistir (Maeda ve Thorpe, 1979).
Akt (1997) tarafindan bitki biiyiime diizenleyicilerinin, kullanilan bitkisel
materyallerden ve buradan elde edilen kalluslardan morfogenetik degisiklikler

meydana getirebilme yetenegine sahip oldugu belirtmistir.

Convolvulus arvensis kullanildigi bir ¢alismada, yaprak eksplantlarinin 0,05
mg/L TAA ve 7,0 mg/L 2-IP igeren Skoog tuzlari, sukroz, vitaminler bulunan
ortamda kiiltiire alinmasi sonucu siirglin olusumu gozlenmistir. Bu ortam, siirgiin
tesvik ortami olarak belirlenmis ve bu ortamda kiiltiire alinan eksplantlarin kesik
bolgelerinde kiiciik miktarda kallus olusumuna meydana geldigi belirtilmistir.
Calismada ayrica siirgiin tesvik ortaminda hiicreler, hiicre gruplan siirglin olusumu
icin kararl hale geldikleri ve bu kararliligin kuvvetlice siirgiin olusumu i¢in kanalize
edildigi ve sonradan eksplanti kok tesvik ortamina aktarmanin siirgiin olusumunu
etkilemedigi belirtilmistir. Bunun yani sira, organogenesisin oksin sitokinin
dengesiyle kontroliiniin, dokunun yetenekli hale gelme zamana ile siirgiin ya da kok
gelisiminin belirlenme zamani arasinda meydana gelmesi gerektigi belirtilmistir

(Christianson ve Warnick, 1983).

Farkli besin ortami ve eksplant gesitlerinin Catharanthus roseus L. G. Don
bitkisinde kallus olusumu {izerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada , bitkinin
yaprak ve govde parcalar1 ekplant kaynagi olarak kullanilmistir. Besin ortami olarak
2 mg/L NAA + 3 mg/L BA ve ya 2 mg/L NAA + 5 mg/L BA ilave edilmis MS
ortami , 2 mg/L Kin veya 2 mg/L NAA + 5 mg/L BAP Philips-Collins ortam1 ve 2
mg/L NAA + 5 mg/L BA igeren modifiye edilmis MS ortami, calismada
kullanilmigtir.  En iyi kallus olusmu 2 mg/L NAA ve 3 mg/L BA ilave edilmis MS
ortaminda gbézlenmistir (Ak¢am ve Yiirekli, 1995).

Catharanthus roseus L. G. Don bitkisinin materyal kullanildigi diger bir
calismada, govde parcalart 2 mg/L NAA ve 5 mg/L BAP iceren MS ortamina
alimmis ve kallus dokusu meydana gelmistir. Bu ortamda olusan kallus dokusu farkli

oranlarda bitki biiylime diizenleyicileri igeren silirgiin rejenerasyon ortamina
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aktarilmistir. 4 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP ilave edilmis ortama aktarilan kallus
dokusunda, gram basma 11,9 +0,8 siirgiin olusumu gozlenmistir. Rejenerasyonu
saglanan siirgiinler, daha sonra farkli miktarda oksin iceren MS ortamina aktarilmis
ve 1 mg/L NAA igeren MS ortamina yer aktarilan siirgiinlerin iyi bir sekilde
gelistikleri gdzlenmistir. Calisma sonunda, olgun siirgiinler koklendikten sonra dis

ortama aktarilmistir (Ak¢am-Oluk ve Yiirekli, 2001)

Ross ve Thorpe (1973); kiiltlirde tiitiin kallus dokusunun pozisyonunun farkl
zamanlarda tersine g¢evrilmesi ile siirgiinlerin kallusun iist ya da asag kisminda
ortaya ¢ikabildigi gozlemistir. Bu olayda, her iki bolgede ortamdan dokuya hareket
eden farkli maddelerin endojen dengelerinin sebep oldugu bir fizyolojik gradiyent
etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica hiicrelerde mevcut endojen maddelerin, hiicre
yeteneklerinin  ayrilmasina neden olarak farklilasmayir kontrol edebildigi

kaydedilmistir.

Christianson ve Warnick (1985) tarafindan, organogenesis cesitlerinin
kontroliiniin 2. asamada ekzojen olarak ilave edilmis fitohormonlar araciligla
gerceklestigi belirtilmistir. Bunun yani sira kok, siirgiin ve kallus indiiksiyon
ortamlarinin sirasiyla, kok ve siirglin olusumu i¢in kullanilabilir olduklar
belirtilmistir. Ayrica kokler kallusun iist kismindan siirgiinlerin ortamla temas eden

hiicrelerden ylikseldigi ortaya konmustur.

Bir antioksin (Gaspar ve dig., 1996) olan 2,4,5-triiodobenzoik asit (TIBA)‘nin
de novo tiitiin kallus dokusundan siirglin organogenesisini bloke ettigi, daha once
yapilan bir ¢alisma ile ortaya konmustur (Murashige, 1965). de novo organogenesisin
anlasilmasinda, organogenesisin silirecini engelleme yada bloke etme kullanilan bir
yaklagimdir. Boyle bir yaklasimin denendigi bir ¢aligmada, tiitiin yaprak diskinde
organogenesis lizerine etkisi arastirilmistir. Yaprak eksplantlari, en uygun siirgiin ve
kok olusum ortamlarma farkli zaman periyotlarinda ve farkli kiiltiir sirasinda (ilk
once SF yada RF ortamina daha sonra TIBA iceren SF ve RF ortamina alinarak
bunun yaninda ilk 6nce TIBA igeren SF ve ya RF ortamina daha sonra SF ve RF

ortamina alinarak) eklenmis TIBA ile maruz birakilmistir. Organ olusum ortami, MS
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bazal medium, 10° M BA, (siirgiin olusum ortami), kok olusum ortami olarak ise
10 *M IBA ve kinetin 10° M iceren besin ortamu belirlenmis, TIBA bu ortamlara
0,02 x 107 ‘ten 4.0x 10 ° M’a kadar farkli konsantrasyonlarda eklenip inhibisyon
kapasitesi test edilmistir. Inhibisyon zamani, eksplantlarin TIBA igeren ve icermeyen
siirglin olusum ortamina, kiiltliriin 0 ile 15. giin kadar farkli giinlerde, kok olusum
ortamina ise 0 ile 12. giine kadar aktarilmasi ile denenmistir. Kok olusum ortaminda
ise, TIBA’nin kok sayisinda Onemli derecede azalmaya sebep oldugu ortaya
konmustur. 4,0x10”° M TIBA eklenen ortamda ise hi¢ kok olusumu gézlenmemistir.
Siirgiin olusum ortaminda 0,2 x10 ° M ya da daha artan miktarda TIBA min iiretilen
siirgiin sayisinda onemli derecede azalmaya sebep oldugu gozlenmistir. Eksplant
basina diisen siirgilin sayis1 19-21’den 1,6 ‘ya kadar diistiigli goriilmiistiir. Bunlarin
yani sira TIBA’nin siirgiin olusumunu engelleme etkisinin kiiltiirlin ilk 6-8 giintinde
ortamda mevcutsa goriildiigli belirtilmigtir. TIBA’nin, meristemoid olusum boyunca
aym gelisimsel sathadaki morfogenik islemlerin (siirgiin ve kok olusumu) her ikisini
de organize olmus hiicre boliinmesine miidahale ederek ve endojen oksin ile
yarigarak (Gaspar ve dig., 1996; Taiz ve Zeiger, 2002) inhibe ettigi belirtilmistir.
Ayrica TIBA inhibisyonunun meristemoid olusum zamaninda ve daha sonra
organogenesisin belirlenmesinde etkili oldugu ortaya konulmustur. Histolojik
calismalar, dort giinde kok olusum ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin
vaskiiler yap1 icinde ya da yakininda hiicre boliinmelerinin  meydana geldigini
gostermistir (Dhaliwal ve dig., 2003). Hiicre boliinmeleri sonucu, meristemoid
olusumu ve daha sonra kiiltiirtin 8. giiniinde kok primordiyalarinin olusumuunun
gerceklestigi belirtilmistir. Bunun yani sira, TIBA inhibisyonunun kék meristemoid
olusumu ve kok belirlenmesi asamasinda meydana geldigi ortaya konmustur

(Harbinder ve dig., 2004).

2005 yilinda yapilan bir ¢alismada; doku kiiltiiriiniin gelisimini hizlandirmak
ve optimize edilmis morfogenesis metodu gelistirmek icin, cesitli bitki biiyiime
diizenleyicilerinin doku kiiltiirinde metabolizma ve gelisimi nasil etkiledigi
aragtirtlmistir. MS tuzlan, 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-
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5,0-7,5- 10,0-12,5 uM ) eklenen MS tuzlari, vitamin igeren ortam kullanilmistir. En
1yi kallus indiiksiyon ortami, yaprak disk eksplantlarinin kuru madde agirliklarindaki
artts temel alinarak belirlenmigtir. Siirglin rejenerasyonu i¢in en uygun
konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren ortam, 3 hafta inkiibasyondan sonra siirgiin
farklilagmasindaki etkisi temel alinarak belirlenmistir. 5,0 uM 2,4 D igeren ortamda,
kalluslarin kuru madde agirliginda en yiiksek artis gozlenmistir. Siirglin farklilasma
sikligt BAP (5 uM) ve NAA (2,5 uM) kombinasyonunda eklendiginde daha etkili
oldugu belirtilmistir. Ayrica DNA metilasyonu, solunum oran1 ve fotosentetik
performansin birlestirilmesinin, eksplantin verdigi cevap hakkinda erken bilgi
sagladigi belirtilmistir. Bu kombine metodun, yeni doku Kkiiltiirii islemlerinin
optimizasyonu sirasinda deneysel ara¢ olarak kullanilabilirligi vurgulanmistir (Toldi

ve dig., 2005).

Amin ve hidroksinamikasit aminlerin, tiitiin yaprak eksplantlarinda birikiminin
arastirlldigr bir ¢alismada, tiitiin yaprak diskleri bes giinliik bitkilerden alinarak
kallus safhasi gegirmeden tomurcuk olusumu igin 2x10 > M BA igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmuslardir. Farklilasma olmaksizin kallus olusumu 2x10 = M
BA ve 10 °M 2,4-D vya da sadece 10 ° M 2,4-D ile saglanmustir. Tomurcuk
farklilagmasinin BA iceren ortamda kiiltiiriin 14. giinlinde basladig1 ve 26. giinde
eksplant bagina 200 tomurcuk olustugu goézlenmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri
ilave edilmemis ortamda kiiltiire alinan eksplant, degismeden kalmis, sinirli ya da
hi¢ boliinme goriilmemistir. Yedinci giinde kallus olusumu goriilmiis ve 20 giinliik
kiiltiirde her iki ortamda da kiiltiire alinan kalluslar benzer morfoloji gdstermislerdir.
Kalluslar, klorofil kaybetmis, kahverengi ve sekilsiz hale gelmislerdir. Bunun yani
sira 2x10 ° M BA ve 10 ° M 2,4-D ortamda sadece 10 ° M 2,4-D iceren ortama
gore kallus biiyltimesi daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (Martin-Tanguy ve dig.,
1988).

Ince hiicre tabakasi (IHT), sonrasinda herhangi bir organogenesis
gerceklesmeyen kallus olusumu ya da ara kallus olusumu olmayan diizensiz
meristemler oldugu gibi kok, vejetatif ve ¢igek tomurcuklari olugturan subepidermel

hiicreler gibi aym farklilasma seviyesinde olan hiicre gruplaridir(Tran Thanh Van,
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1973). ince hiicre tabakasi ¢ok kiigiik boyutta bitkinin gdvde, yaprak, cicek gibi
farkl1 organlarindan; tek tabakali epidermal hiicreler gibi birkag¢ hiicre tipinden
olusan boylamsal ince hiicre tabakasi ya da epidermal, kortikal, kambiyum,
perivaskiiler, medullar doku, parankima hiicreleri gibi ¢esitli doku tiplerinin iceren
enine ince hiicre tabakasi seklinde kesilebilirler (Teixeira da Silva, 2005). IHT
ylksek rejenerasyon kapasitesine sahip olmasi(Mohnen ve dig., 1990) sebebiyle
0zel organlarin morfogenetik ve gelisim yollarinin kolayca kontrol edildigi ve
yiiksek bitki doku ve organlarinin kiiltiirii ve genetik transformasyonda uygulanan bir

model sistemdir.

Tiitiin (Nicotiana tabacum L.) IHT sisteminin kullamlmasindan bu yana diger
bitkilerdeki IHT calismalarmin da temelini olusturan bir model sistem haline gelmis
ve bu konuda en iyi ¢alisilmis tiirdiir (Tran Thanh Van, 1973; Teixeira da Silva,
2003). Transformasyon caligmalarinda temel gereksinim olan kallus olusumu
gerceklesmeden adventif siirglinden biitiin bitki rejenerasyonu, Nicotiana tabacum
bitkisinde yaprak, gdvde, siirgiin tipleri, ¢icek kisimlari, protoplast ya da hiicre
stispansiyonlari gibi ¢esitli eksplant kaynaklar1 kullanilarak basarilmistir (Teixeira da

Silva, 2005).

Nicotiana tabacum L. cv. Samsun bitkisinin IHT teknigi kullanilan bir
calismada, IBA ve Kin ilave edilen kiiltlir ortaminin baglangictaki pH’1nin ve iyon
aliminin in vitro vejetatif organogenesis iizerine etkisi degerlendirilmistir. Gévde
internodundan alinan TCL hiicreleri, baslangigtaki pH seviyeleri 3,0- 4,0- 5,0- 6,0 ve
7,0 olarak ayarlanan 1 pM IBA ve 5 uM Kin igeren sivi ortamda kiiltiire alinmustur.
Farkli pH seviyelerinde gelisen eksplantlarin  kiiltir ~ sirasinda  iyon
konsantrasyonlarinda 6nemli degisiklikler goriildiigii saptanmistir. Ayrica farkli pH
seviyelerinde kiiltiire aliman dokulardan meydana gelen vejetatif organogenesiste
farkliliklar gozlenmistir. Eksplantlarin kiiltiire alimindan 25 giin sonra, pH 3,0 ‘te tek
bir eksplantta vejetatif siirgiin olusumu goriilmiistiir. Ozellikle baslangic pH’ smin
4,0 ve 5,0 oldugu ortamda gelisen eksplantlarda diizenli gelisen siirgiinler

goriilmiistiir. pH 7,0 ise apikal dominansi gostermeyen cam gibi goriiniime sahip ve
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cogunlukla kiimelenmis siirglinlerin meydana geldigi gozlenmistir (Pasqua ve dig.,

2002).

Farkli gen aktarim metodlarinin siirgiin rejenerasyon kapasitesi {izerine
etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada, Nicotiana tabacum L. cv. Samsun goévde
internodyumundan ¢apraz olarak 300-500 um enine kesilen ince hiicre tabakasi,
slirglin rejenerasyonu ic¢in en uygun ortam olarak secilen 2 mg/L. BA ve 0,5 mg/L

NAA ilave edilmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir (Teixeira da Silva, 2005).

Yapilan diger bir ¢alismada, Nicotiana tabacum L. cv. Samsun gévdesinden
boyuna IHT alinmis eksplantlardan siirgiin, kallus ve kok olusumu farkl
konsantrasyonlarda (0,05- 50 uM) BA ve NAA ilave edilmis MS ortaminda
gerceklestirilmistir. 1-6 uM BA ve 0-5 uM NAA iceren ortamda optimal siirgiin
olusumu, 0-5uM BA ve 1-6 uM NAA ayni eksplantta optimal kok ve siirgiin
olusumu gozlenmistir. Bunun yani sira NAA konsantrasyonunun 16 uM’dan daha
yiiksek olusu yalnizca kallus ¢ogalmasina sebep oldugu ortaya konmustur. Siirgiin
olusum ortaminda siirglin primordiyalar1 kiiltiirde makroskobik olarak bir hafta sonra
eksplantin biitiin kenar1 boyunca gelistigi belirtilmistir (Creemers-Molenaar ve dig.,

1994).

Nicotiana tabacum L. cv. Samsun tiiriiniin materyal olarak kullanildig1 bir
diger ¢alismada; pH, indolbiitirik asit (IBA), kinetin ve 15181n IHT morfogenesis
lizerine etkisi ortaya konulmus ve morfogenesis calismalart icin duyarl,
tekrarlanabilir IHT kiiltiir sistemi gelistirilmistir. IHT morfogenesis iizerine 15181
etkisinin IBA’nin ortamdan fotokimyasal yikilmasi ile iliskili oldugu belirtilmistir.
IHT yiiksek (5- 20uM) IBA ve diisiik (0,1-0,75 uM) kinetin konsantrasyonu igeren
ortamda kiiltiire alindiginda kok olusumu, yiiksek (2-10 uM) kinetin ve degisen
konsantrasyonlarinda IBA igeren ortamda vejetatif siirglin olusumu gerceklestigi
gbzlenmigtir. Diisiik (0,1-2 pM) IBA ve diisiik (0,2-2 uM) kinetin konsantrasyonlari
iceren ortamda kiiltiire alman IHT ise ¢igek olusumu gozlenmistir. Bunun yani sira 5
uM IBA igeren ortamda pH 6,15 seviyesinde ¢icek olusumu istisnasinin disinda,

degisen pH seviyelerinin IHT eksplantindan organ olusumunda sadece kiigiik
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degisikliklere sebep oldugu ve olusacak organ tipinin {izerinde karar verme etkisine
sahip olmadig1 belirtilmistir. Bunu yani1 sira oldukca diisiik (0,1-2 p M)IBA ve diisiik
(0,2-2 p M) kinetin konsantrasyonlarinda ¢icek olusumu gézlenmistir. 55, 75, 95 ve
115 puEm™s™ 151k yogunluklarinin TCL organogenesis iizerine etkisi incelendiginde,
IAA 1sikta stabil olmadig: (Yamakawa ve dig., 1979) ve bu yiizden 55 ve 120 pEm’
’s" 191k yogunluklarinin IBA bozulmasma sebep oldugu belirlenmistir (Mohnen ve

ark., 1990).

Cigek, govde meristem olusumu iizerine fotoperiyod ve biliylime
diizenleyicilerinin etkilerininin karsilastirildigi bir ¢alismada, uzun giin ¢iceklenen
Nicotiana alata ve fotoperiyodik nétral olan Nicotiana tabacum kullanilmustir.
Epidermis ve {i¢ alti subepidermal hiicre tabakalar1 igeren c¢icek sapi ince hiicre
tabakasi eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. 16 saat uzun ve 8 saat kisa giin
fotoperiyodunda ¢icek ve vejetatif tomurcuk olusumu i¢in 1 uM TAA +1 uM BA
iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Eksplantlar, kiiltiire alindiktan 1, 2, 3,
4,5, 6, 14 giin sonra hormon i¢cermeyen ortama aktarilmistir. Hormon i¢eren ortamda
farklr siirelerde kalan eksplantlarda meydana gelen ¢igek ve vejetatif tomurcuk sayisi
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda c¢igek ve vejetetif siirgiinlerin olusumu ig¢in
bliylime diizenleyicilerine ihtiyag duyuldugu ortaya konmustur. Kiiltiiriin ikinci
giinden tg¢iincii gline kadar IBA ve BA igeren ortamin kontrol ile karsilastirildiginda
vejetatif organlarin {iretiminin uyarilmasinda bitki biliylime diizenleyicilerinin etkili
oldugu ortaya konulmustur. Bitki biiyiime diizenleyicileri igeren ortamda eksplantlari
iki giinden alt1 giine kadar bulundurma olusan vejetatif siirgiin sayisinin artiginin
devamimi saglamistir. Vejetatitif silirgiinler uzun siire bitki biiyiime diizenleyicileri
iceren ortamda kaldiklarinda rejenerasyonlarinin azaldigi goézlenmistir. Cigek
olusumu dort giinden daha uzun siire biiyiime diizenleyicilerine maruz kaldiginda
ortaya ¢ikmistir. Bunu yani sonra ¢igek sayisinda degisiklik goriilmemistir. Uzun
giin bitkisi N. alata ¢i¢ek olusumu sadece uzun giin fotoperiyodunda gézlenmistir.
Bunu yan1 sira N. tabacumda ise her iki fotoperiyotta da ¢icek olusumu meydana
gelmistir. Calismada bitki biiyiime diizenleyicilerinin ortamdan uzaklagsmasi ile

vejetatif ve ¢igek tomurcuk sayisindaki artisin  gerceklesmesi, Dbiiyiime
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diizenleyicilerinin fazlasinin de novo morfogenesisi baskiladigini  gostermistir.

(Sauliene ve Rakleviciene, 2004).

Tiitiin bitkisinde ¢icek sap1 ince hiicre tabakasinda cicek ve vejetatif siirgiin
olusumu yaprak dokulariyla karsilastirildiginda daha kisa stireli olarak bitki biiyiime
diizenleyicilerine maruz kalmasi1 gerektigi saptanmis ve bitki biliylime
diizenleyicilerinin asir1  miktarlarinin  morfogenesisi engelledigi belirtilmistir
(Sauliene ve Raklevigiene, 2002; 2004). Ayrica eksplantlart uzun donem Kkiiltiire
alma, biliylime diizenleyicilerinin ortamda ayrismas1 ve fenolik bilesiklerin ortaya
ctkmasi yeni meristemlerin olusumunu baskilayabildigi bir ¢ok arastirici tarafindan
belirtilmistir (Scaramagli ve dig., 1999; Mizukami ve Fischer 2000 ; Weyer ve
Paterson 2001; Torrigiani ve dig., 2003).

Stirglin  olusturan ve siirgiin olusturmayan ortamda siikroz metabolizma
degisimlerinin arastirildigi bir ¢alismada; materyal olarak kullanilan Nicotiana
tabacum var. Wisconsin 38. yumusak govdesi modifiye edilmis MS tuzlar1 ve 3,0
mg/L NAA ve 0,3 mg/L 2IP iceren Linsmaier ve Skoog (1965) ortaminda kiiltiire
alinmistir. Bu ortamda ekspantlardan sadece kallus olusumu meydana gelmis ve bu
ortam siirgiin olusturmayan ortam olarak belirlenmistir. Kallus ii¢ haftada bir alt
kiiltiire alinarak farklilasmamis olarak {i¢ y1l ¢ogaltilmistir. Siirgiin olusumu igin 1,0
mg/L 2IP iceren ve siirgiin olusum ortami olarak belirlenen ortam kullamlmistir. Bu
ortamda ii¢ hafta kiiltiire alinan eksplantlarda santimetre kiipte 50 siirgiin taslagi

rapor edilmistir (Grady ve Bassham, 1982).

Tiitiin {HT ’sinden siirgiin olusumu sirasinda yapisal degisimlerin arastirildig
bir ¢alismada, Nicotiana tabacum L.cv. Petit Havana bitkisinin internodlar1 2 mm
kalinlikta kesilerek siirglin olusumu i¢in 0,54 uM NAA ve 0,44 pM BA iceren MS
besin ortamina konulmustur. Taramali elektron, 151k ve transmisyon mikroskobu ile
stirglin olusumu sirasinda meydana gelen degisiklikler izlenmistir. Taramali elektron
mikroskobu ile yapilan goézlemler, kiiltiiriin ikinci gliniinde epidermal yiizeyde bir¢ok
cikintimin  goriildiigli ve %80’ninin stomadan yiikseldigi belirtilmistir. Stomal

kompleks ¢evresinin yiikselmeye devam ettigi ve siirglin taslagimin sismis bu
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dokulardan kiiltiiriin 10. giinlinde ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Isik mikroskobu ile
yapilan anatomik incelemelerde ise hiicre boliinmelerinin 6zellikle dogrudan stoma
altinda yer alan kabuk hiicrelerde kiiltiirlin ikinci giiniinde goriildiigii belirtilmistir.
Bu hiicrelerin boliinmeye devam etmesi ile stoma etrafindaki hiicreler sismesi ile
sonuclanmistir. Transmisyon elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalar en goze
carpan degisiklik plastidlerde gozlenmistir. Kiiltiiriin baslangicinda kabuk hiicreleri
yaygin grana demetli tipik kloroplastlara sahip oldugu ve stomalarin altinda yer alan
boliinen hiicrelerin plastidlerinde nisasta taneleri gézlenmistir. Ayrica kiiltliriin 5.
giiniinde hiicrelerin birkag lameler yapili proplastidler igermekte olduklar
gozlenmistir. Kiiltlirlin onuncu giintinde proplastid i¢eren hiicreler ¢ikintinin {ist
kisminda yer alan hiicrelerde ve kloroplast gelisen yaprak taslaginda goriilmiistiir.
Bunlarin yani sira kabuk hiicrelerinin siirgiine farklilagsma yetenegi test edilmistir.
Protoplastlar1 izole edilen kabuk hiicrelerinin protoplastlar1 in vitro kiiltiire
almmislardir. iki giin sonra protoplastlar boliinmeleri baslamis ve dort hafta sonra
mikrokallus olusturmustur. Oksin ve sitokinin igeren ortama aktarildiklarinda
%350’sinde fazla mikrokallusta siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Caligmada ayrica
stomal kompleks hiicrelerin, komsu hiicrelerin sitokinin aliminda etkili olabilecegi ve

hiicresel seviyede test edilmesi gerektigi belirtilmistir (Arai ve dig., 1997).

Arai ve dig., (1997)’ne gore histolojik ¢aligmalar IHT tiitiinden siirgiin
olusumu sirasinda hiicre bdliinmelerinin  meristematik merkezler olarak organize
haline gelen subepidermal hiicrelerde meydana geldigi ortaya konmustur(Creemers-

Molenaar ve dig., 1994; Monacelli ve dig., 1992).

Farklilasmis ve farklilagmamis dokulardaki rejenerasyon islemi, genetik
miithendisligi ve bitkilerin klonal ¢ogaltimi i¢in bir ara¢ olarak uygulanma potansiyeli
ile dikkati cekmektedir. Doku kiiltiirii tekniginin bitkileri iyilestirmede en onemli ve
yaygin olarak kullanilan uygulamalarindan birisi gen transferidir (Babaoglu ve dig.,
2002). Farkli gen transfer protokollerinin farkl: bitki tiirlerinde uygulanabilir oldugu
bircok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur (Potrykus, 1995). Gen transferi
calismalarinda transformasyon sikligini sinirlayan faktorlerden biri, hedef bitki

materyali i¢in rejenerasyon protokollerinin glivenirligidir. Bu yilizden transformasyon
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caligmalarinda, bitki rejenerasyonu igin kiiltiir kosullarinin; calisilan bitki tiirline ve

eksplant ¢esidine gore optimize edilmesi gerekmektedir.(Oktem, 1999).

Tiitiin bitkisi verimli bir doku kiiltiirii ve organogenik rejenerasyon sistemine
sahiptir. Bahsedilen bu her iki sistem eksplant kaynaklari, kiiltivar ve kullanilacak
olan gen aktarim metodlarina baglh olarak basarili bir transformasyon yapilmasina
olanak saglamaktadir. Nicotiana tabacum ile yapilan in vitro bazi arastirmalarda
kallus eldesi ve bu kaynaktan transformasyon ¢aligmalar1 basari ile siirdiiriilmektedir

(lida ve dig., 1990).

Gilinlimiize kadar yapilmig olan tim arastirmalar toplu olarak
degerlendirildiginde, cesitli bitki tiirlerine ait in vitro ¢alismalarin farkli amaglara
yonelik olarak gerceklestirildigi gozlenmektedir. Rejenerasyon, totipotensi, siirgiin
olusumu, organogenesis, morfogenesis gibi biyolojik siirecleri temel alan
arastirmalarda bitki biliylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmas,
ince hiicre tabaka teknigi de denenmistir. Bunlarin yani sira farkli gen aktarim
metodlarinin, fotoperiyod ve bitki biiylime diizenleyicilerinin siirgiin rejenerasyon
kapasitesi lizerine etkileri arastirilmistir. Calismamizda daha onceki arastirmalarin
1s18inda, Nicotiana tabacum L. cv. Samsun bitkisinde in vitro kosullar altinda bitki
biiylime diizenleyicileri ve rejenerasyon arasindaki iliski optimize edilmistir. Bundan
sonraki asamada, hiicre siispansiyon kiiltiirleri, mikrogogaltim ve gen aktarim

temelindeki ¢aligsmalarin gergeklestirilmesi diisiiniilmektedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda Bafra tiitlinli  ozelligi gosteren ve Bafra Meslek
Yiksekokulu’ndan temin edilen Nicotiana tabacum L. cv. Samsun turtniin Esendal

cesidi kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Yetistirme Yontemleri

Eksplant kaynagi olarak kullanilacak bitkilerin yetistirilmesi ic¢in iki farkli
yontem kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlarin bir kismi saksilara
aktarilip kontrollii sartlarda yetistirilmistir. Bir kismi ise in vitro kosullarda
yetistirilmistir. Her iki yontemle yetistirilen bitkilerin tiimii eksplant kaynagi olarak

kullanilmustir.
3.2.1.1. In vivo Bitki Yetistirilmesi

Yiizey sterilizasyonu yapilan N. tabacum tohumlari 1:3 oraninda sterilize
edilmis perlit: torf iceren ¢ap1 12 cm, derinligi 10 cm olan saksilara esit sayida
ekilmigstir. Saksilar laboratuvarimizda bulunan g¢evresel sartlari kontrol edilebilen

bitki yetistirme kabinine yerlestirilmistir. Kabin, 16 saat 151k, 8 saat karanlik uzun

giin kosullari, 25+2°C, 28.080 liiks floresan 151k siddetine ayarlanmistir. Bitkiler her
giin diizenli olarak saf su ile sulanmistir. Saksilarda yetistirilen bu bitkilerden, 12

haftalik bitkiler eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
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3.2.1.2. In vitro Bitki Yetistirilmesi

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, bitki biiylime diizenleyicileri igermeyen
30 mL Murashige Skoog (1962) bazal ortami (MSO) iceren 100 mL’lik cam

siselerde kiiltiire alinmistir. Kiiltiir siseleri, 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 biiyiliyen bitkiler,
besinlerin tilkenmesi sonucu gelisimlerinin yavaslamamasi i¢in taze besiyeri igeren
daha biiylik yetistirme kavonozlarina aktarilmistir. 21 haftalik saglikli bitkiler

eksplant kaynagi olarak arastirmamizda kullanilmistir.

3.2.2. Sterilizasyon Yontemleri

Doku  kiiltirinde  bitkilerin ~ kiiltire = alindiklar1 ~ besin ~ ortamu
mikroorganizmalarin ~ iiremesi i¢in ¢ok elveriglidir. Caligmalar sirasinda
mikroorganizmalarin meydana getirebilecekleri kontaminasyonlar, ¢alismanin her
asamasini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu yiizden doku kiiltliriinde steril
calismak c¢ok oOnemlidir. Kullanilacak her tiirli malzemenin, hazirlanan besin
ortamlarininin, kullanilacak bitkiye ait olan tohumlarin ve her tiirlii bitkisel
materyalin sterilizasyon yoOntemlerinden birisi ile steril edilmesi gerekmektedir.
Calismamizda kullandigimiz laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonunda, besin
ortaminin  sterilizasyonunda ve eksplant sterilizasyonunda c¢esitli yontemler

kullanilmastir.

3.2.2.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

N.tabacum tohumlar1 ¢ok kiiciik boyutta olduklarindan dolayr ylizey
sterilizasyonlar1 eppendorf tiipleri icerisinde yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu icin
tohumlar %70’lik etil alkol igeren eppendorf tiiplerine konularak kisa siirelerle tiip
ters diiz edilerek 1,5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda kisa siire santrifiij yapilip
tohumlarin dibe ¢okmesi saglanmistir. Mikropipet yardimiyla alkol tohumlarin {ist

kismindan alinmistir. Daha sonra tohumlarin {izerine ticari olarak satilan %10’luk
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sodyum hipoklorit ilave edilerek 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda kisa siire
santrifiij edilip sodyum hipoklorit mikropipet yardimiyla uzaklastirilmistir.
Tohumlarin {izerine saf su ilave edilmistir. Kisa bir siire santrifiij yapilarak saf su
uzaklagtirnlmigtir. Bu islem ii¢ defa kez tekrarlamis ve sodyum hipokloritin
tohumlarin yiizeyinden uzaklagmasi saglanmistir. Sterilize edilen tohumlar steril
kurutma kagitlar1 iizerine alinarak kurutulmustur. Biitiin bu asamalar steril kabin

icerisinde yapilmistir.

Kontrollii sartlar altinda yetistirilecek N. tabacum tohumlar1 eppendorf
tiplerine aktarilarak {izerine ticari olarak satilan %10’lik sodyum hipoklorit
icerisinde 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda kisa siire santrifiij edilerek
tohumlarin dibe ¢okmesi saglanmistir. Mikropipet yardimiyla alkol tohumlarin st
kismindan alinmigtir. Daha sonra tohumlarin lizerine saf su ilave edilmistir. Kisa bir
stire santrifiij yapilarak saf su uzaklastirilmistir. Bu islem ii¢ defa kez tekrarlamistir.

Sterilize edilen tohumlar steril kurutma kagitlar tizerine alinarak kurutulmustur.

3.2.2.2. Yaprak ve Govde Parcalarinin Sterilizasyonu

Bitki yetistirme kabininde yetistirilmis bitkilerin eksplant olarak kullanilacak
yapraklar1 ve govde parcalart %20’lik sodyum hipokorit igerisinde 15 dakika
bekletilerek sterilize edilmistir. Daha sonra steril kabin igerisinde ii¢ defa steril saf
sudan gecirilerek sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi saglanmistir. Sterilize edilen

bitki parcaciklar steril kurutma kagitlar1 izerine alinarak kurutulmustur.

In vitro sartlar altinda yetistirilen fideler zaten steril olduklarindan bu bitkisel
materyal igin sterilizasyon islemine gerek duyulmamustir. Bu in vitro fidecikler
kesilerek dogrudan besin ortamlarina aktarilmistir.

3.2.2.3. Besin Ortamlarinin ve Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Biiyiik miktarda hazirlanan besin ortamlar biiyiik siseler igerisinde 121 °C ‘de

1 atmosfer basincta otoklavda sterilize edilmistir. Calismamizda kullandigimiz besi
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ortamlarinin tiimiine otoklavlamadan once agar eklendiginden dolayi, ortam heniiz
sicak halde iken (60-70 “C) daha onceden steril edilmis olan kiiltiir kaplarina (petri,
kavanoz) bosaltilmigtir. Ortamu kiiltiir kaplarina sicak bir halde aktarmak
kontaminasyon riskini biiyiik 6l¢iide engellemektedir. Kullanilan petrilerin etraflari
ise strecfilm yada parafilm ile iki {i¢ kat kusatilarak besin ortamlarinin dis ortamdan
izole edilmistir. Bu sekilde hazirlanan besin ortamlar1 herhangi bir kontaminasyon

riskine kars1 ekimden once 1 giin oda kosullarinda bekletilmistir.

Denemelerimizde kullanilan cam malzemelerin tiimii oncelikle deterjanli ve
sodyum hipokloritli su ile yikanarak organik maddelerden arindirilmaya
calisilmistir. Kurutulan biitiin cam malzemeler, pensler, bistiiriler ve eksplant kesimi
icin kullanilan fayanslar aliiminyum folyo ile kaplanip 121° C ‘de 1 atmosfer
basingta otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan bu malzemeler
izerlerine pulverizator yardimi ile %96' lik etanol piiskiirtiilerek steril kabine

aktarilmislardir.

3.2.3. Besin Ortammmn ve Bitki Biiyiitme Diizenleyicilerinin Hazirlanma

Yontemleri

3.2.3.1. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Calismamizda biitiin eksplantlar, yiiksek tuz igerigine sahip ve tiitiin i¢in
gelistirilmis Murashige Skoog (1962) besin ortaminda kiiltiire alinmislardir. Tablo
3.1 ‘de bilesenleri verilen hazir (Sigma-S5519) Murashige Skoog bazal besin
ortaminin yani sira, karbon kaynagi olarak siikroz sekeri (Sigma-S-5391) ve ortam
yari-katilagtiric1 olarak agar (Merck-1.01613.0500)  kullanilmistir. Calismada
kullanilan biitiin MS besin ortamlar1 4,43g/L. MS, %3 siikroz ve %0,8 agar olarak
hazirlanmistir. Ortamin pH’s1 otoklavlamadan o6nce 1IN NaOH ve IN HCI
kullanilarak 5,70- 5,75 olarak ayarlanmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri besin

ortamina otoklavlamadan 6nce ilave edilmistir.
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Tablo 3.1: Murashige ve Skoog Besin Ortaminin Bilesenleri (1962)

mg/L
Makro elementler
KNO; 1900
NH4NO;3 1650
MgSO4.7H20 370
Ca(NOs),.4H,0 440
KH,PO, 170
Mikro Elementler
MnSO4.4H,0 22,3
Kl 0,83
H;BO; 6,2
ZnS04.7H,O 8,6
CuS04.5H,0 0,025
Na,Mo004.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
FESO4.7H,0 27,8
Na,EDTA 37,3
Organik Maddeler
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCl 0,5
Thiamin-HCl 0,1
myo-inositol 100
Glisin 2,0

3.2.3.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi

Bitki biiylime diizenleyicileri olarak sentetik sitokinin olan 6-Benzilaminopiirin
(Sigma-B3408) ve sentetik oksinlerden o-naftalenasetik asit (Sigma-N0640)
kullanilmistir. Kullanilacak bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok soliisyonlar1 1 mg /
mL olacak sekilde hazirlanmistir. Naftalenasetikasit (NAA) %70’lik etil alkol
icerisinde 1s1 yardimi ile ¢oziindiikten sonra son hacim saf su ile tamamlanmstir.
Benzilaminopiirin (BAP) ise 1 N HCI igerisinde ¢oziindiiriilerek saf su ile son hacmi
tamamlanmistir. Hazirlanan bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok solusyonlari

+4°C’de saklanmustir.

3.2.4. Hazirlanan Kiiltiir Ortamlar

Calismamizda farkli oranlarda NAA ve BAP igeren kallus tesvik ortami, alt

kiiltiir ortamu, siirgiin olusum ortami ve kok olusum ortami hazirlanmistir.
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Titlin yaprak eksplantlardan organogenesis kallus dokusu olustuktan sonra
gerceklestirilmistir. Bu yiizden yaprak eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda bitki
biiylime diizenleyicileri igeren kallus indiiksiyon ortamlarina aktarilmistir. Gelisen
kalluslar ¢ogalmalari i¢in alt kiiltiir ortamina aktarilmistir. Cogaltilan kallus dokusu
daha siirglin olusum ortamina aktarilmig ve silirgiin olusumu meydana gelmistir.

Olusan siirgiinler daha sonra kok olugsum ortamina aktarilmistir.

Govdeden alinan eksplantlar ise siirgiin olusum ortamina yerlestilmis ve kallus
dokusu olugmadan siirgiin olusumu gergeklestirilmistir. Elde edilen siirgiinler kok

olusum ortamina aktarilarak kokledirilmistir.

Hazirlanan kiiltiir ortamlarina aktarilan eksplantlardaki degisimler Olympus
SZ51 stereomikroskop altinda giinliik olarak incelenmistir. Olympus C5060WZ
fotograf makinesi ile fotograflandirilmistir. Eksplantlarin kiiltiir ortamlarina
aktarimlarinin tamami Dan-Laf Marka VFRS 1806 Model Laminar Flow Kabin

icerisinde yapilmstir.

3.2.4.1. Kallus Tesvik Ortamlari

Calismada tiitlin yaprak eksplantlarindan kallus tesviki iizerine farkli oksin
sitokinin oraninin etkileri arastirilmistir. Tablo 3.2 ‘de verilen farkli oranlarda NAA
ve BAP iceren MS besin ortamlari kallus tesvik ortami olarak kullanilmistir. Kabinde
yetistirilen 12 haftalik bitkilerden alinan ve yiizey sterilizasyonu yapilan geng
yapraklar ve in vitro yetistirilen 21 haftalik bitkilerden alinan geng¢ yapraklar kiiciik
kareler seklinde kesilip her bir petriye dort adet gelecek sekilde farkli oranlarda NAA
ve BAP ilave edilen 25 ml MS ortami igeren 9 cm c¢apindaki petrilere
yerlestirilmistir. Petrilerin etrafi {i¢ kat stre¢ film ile kaplanmustir. Petriler, daha sonra
16/8 fotoperiyoda ve 25+2 °C ve 28.080 liiks floresan 151k siddetine ayarlanmis bitki
yetistirme kabinine yerlestirilmistir. Her bir deneme 100 eksplantlik olarak
hazirlanmistir.  Ug  farkli  kallus tesvik ortaminda kiiltiire alinan yaprak

eksplantlarindan olusan kalluslar izlenerek en iyi kallus tesvik ortami1 belirlenmistir.
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Tablo 3.2: Kullanilan Kallus Tesvik Ortamlari

Ortam NAA mg/L. BAP mg/L
Biiylime diizenleyicileri igermeyen ortam (MSO) - -
Sadece oksin i¢eren ortam 0,5 -
1:1 oraninda oksin :sitokinin igeren ortam 2,5 2,5
10:1 oraninda oksin : sitokinin igeren ortam 2 0.2

3.2.4.2. Kallus Alt Kiiltiir Ortamlari

Tablo 3.2 ‘de verilen kallus tesvik ortamlarinda olusturulan kallus dokular1 4
hafta sonra ayni oranda oksin ve sitokinin igeren ortamlara aktarilarak alt kiiltiire
alimmuglardir. Alt kiiltiirler ile ¢ogaltilan kallus dokusunun kiitle artisi, alt kiiltiir

Oncesi ve sonrasi yas agirliklart hassas terazide tartilarak hesaplanmustir.

3.2.4.3. Siirgiin Rejenerasyon Ortamlari

Siirgiin rejenerasyonu yaprak eksplantindan olusan kallus dokusundan ve
govde eksplantlarindan farkli oranlarda NAA ve BAP ilave edilmis ortamlarda
gerceklestirilmistir.

3.2.4.3.1. Kallustan Siirgiin Rejenerasyon Ortamlari

Alt kiiltiirleme ile c¢ogaltilan kallus dokusu siirgiin rejenerasyonu igin
belirlenen 1:4 oraninda NAA ve BAP igeren slirgiin rejenerasyon ortamina
aktarilmiglardir. Bunu yani sira kontrol olarak belirlenmis biiyiime diizenleyicileri
icermeyen MS ortam ve 1:10 oraninda NAA ve BAP igeren ortam kullanilmistir. Bu
ortamlara aktarilan kallustan meydana gelen siirgiinler kiiltiir boyunca sayilarak
eksplant bagina diisen siirglin sayist hesaplanmigtir. Kallustan siirgiin rejenerasyon

ortamlar1 Tablo 3.3 ‘te verilmigtir.
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Tablo 3.3: Kallustan Siirgiin Rejenerasyon Ortamlari

Ortam NAA mg/L BAP mg/L
Biiyiime diizenleyicileri igermeyen ortam - -
1:4 oraninda oksin :sitokinin ig¢eren ortam 0,5 2,0
1:10 oraninda oksin :sitokinin igeren ortam 0,1 1,0
3.2.4.3.2. Govde Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyon Ortami

12 haftalik kabinde yetistirilen bitkilerden alinan ve ylizey sterilizasyonu
yapilan yumusak govde parcaciklart ve 21 haftalik in vitro yetistirilen bitkilerden
yumusak govde pargaciklari yaklasik 0,5 cm uzunlugunda kesilerek eksplant olarak
kullanilmiglardir. Govde eksplantlar1 2,0 mg/L NAA ve 0,2 mg/L BAP igeren 25 mL
MS ortami igeren petrilere yerlestirilmistir. Petrilerin etrafi {ic kat stre¢ film ile
kaplanmustir. Petriler, daha sonra 16/8 fotoperiyoda ve 25+2 °C ve 28.080 liiks
floresan 151k siddetine ayarlanmig bitki yetistirme kabinine yerlestirilmistir. Her bir

denemede 100 eksplant kullanilmstir.
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BOLUM 4

SONUC VE TARTISMA

4.1. Sonuc¢lar

4.1.1. Bitkilerin Yetistirilmesi Ile Ilgili Sonuclar

In vivo ve in vitro olarak yetistirilen N. tabacum L. cv. Samsun bitkileri
arasinda genel bir karsilastirma yapildiginda, in vivo kosullarda yetistirilen
bitkilerden alinan eksplantlarda kontaminasyon sonucu kayiplarin daha fazla
meydana geldigi, in vivo yetistirilen bitkilerden alinan eksplantlarda ise
kontaminasyon oraninin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bunu yani sira in vivo
yetistirilen bitkilerin ekplantlarinin yiizey sterilizasyonuna maruz kalma zorunlulugu
de bir diger problem olarak karsimiza c¢ikmistir. Her iki ortamda yetistirilen
bitkilerden alinan eksplantlarin kallus olusumu ve rejenerasyon yetenekleri arasinda

bir fark gozlenmemistir.

Sekil 4. 1. Bitki yetistirme kabininde yetistirilen yedi haftahik Nicotiana tabacum bitkileri
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Sekil 4.2. MSO0 besin ortaminda yetistirilen 6 haftalik Nicotiana tabacum fideleri

Sekil 4.3. MSO0 besin ortaminda yetistirilen 19 haftalik Nicotiana tabacum fideleri
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4.1.2. Kiiltiir Ortamlar ile Tlgili Sonuclar

4.1.2.1. Kallus Indiiksiyon Ortam Sonugclar

Hormon igermeyen besin ortaminda (MSO) kiiltlire alinan yaprak
eksplantlarinda sadece smirli hiicre artigina bagli olarak kabarmalar gézlenmistir.
Kiiltiir boyunca eksplantlarin hi¢ birinde kallus olusumu, siirgiin ve kok farklilagmasi

gozlenmemistir.

Sadece oksin (0,5 mg/L NAA) igeren besin ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarin kesik bolgelerinde kiiltiire alinmalarindan 2 hafta sonra kallus olusumu
meydana gelmistir. Kallus olusumunun yani sira eksplantlar iizerinde kiiltiiriin 10.
giiniinde ilk kokler gozlenmistir. Kiiltiir siiresi arttikca kok sayisinda artis
gozlenmistir. Kallus olusumu sadece eksplantin kesik bolgelerinde sinuirlt kalmustir.

Siirgiin olusumu, bu ortamda kiiltiire alinan eksplantlarin hi¢ birinde gozlenmemistir.

1:1 oraninda oksin ve sitokinin (2,5 mg/L NAA, 2,5 mg/L BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan eksplantlarda ortama konulmalarindan 3-4 giin sonra kesik
bolgelerde kallus olusumu ve hiicre sayisinin artisgina bagli olarak gerceklesen
kabarma ve kivrilmalar goézlenmistir. Eksplantin kesik bolgelerinde ve eksplant
ylizeyinde az miktarda yesil ve sert yapiya sahip kallus dokusu olugmustur. Kiiltiirde
bir ay kalan eksplantlarda kallus seffaf yap1 aldig1 goriilmiistiir. Olugan kallus dokusu

eksplantin tamamini kaplamadig1 goriilmiistiir.

10:1 oraninda oksin sitokinin (2,0mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP ) igeren ortamda
kiiltiire alman yaprak eksplantlarinda kiiltiiriin dordiincii giiniinde hiicre sayisinin
artisina bagli kabarmalar ve eksplantin kesik bolgelerinde kallus olusumu
gozlemistir. Kiiltiirtin iiglincii haftasinda kallus dokusunun eksplantin tamamini
kapladig1 gozlenmistir. Bu ortamda yesil kallustan seffaf kallusa kadar ve sik yapil
gevsek yapili kallusa kadar ¢cok degisik yapiya sahip kalluslara kiiltiirde rastlanmustir.
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Ama bu ortamda gelisen kalluslar, 1:1 oraninda NAA ve BAP iceren besin ortaminda
olusan kallus dokusuna gore daha gevsek yapiya sahip oldugu saptanmustir. Kiiltiiriin
3-4. haftasinda baz1 eksplantlarin kallus dokusundan kok olusumu meydana

gelmistir.

Farkli oranlarda NAA ve BAP iceren kallus tesvik ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan gelisen kalluslar karsilastirildiginda en iyi kallus tesvik ortami olarak
10:1 oraninda oksin sitokinin ( 2,0mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP ) iceren ortam
belirlenmistir. Bu ortamdaki kallus dokusunun alt kiiltiirleme ile ¢ogaltimi ve

rejenerasyonu yapilmistir.

Sekil 4.4. MSO besin ortamindaki 12 giinliik eksplanlar
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Sekil 4.5.
kokler

0,5 mg/L. NAA iceren besin ortaminda 18 giinliik ekplanttan gelisen kallus ve
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Sekil 4.6.

1:1 oraninda NAA ve BAP iceren ortamda Kiiltiire alinan 18 giinliik eksplantlar
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Sekil 4.7. 10:1 oraminda NAA ve BAP iceren ortamda Kiiltiire aliman 18 giinliik
eksplantlardan gelisen kallus dokusu

Sekil 4.8. Kallus tesvik ortamlarindaki kallus hiicreleri
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4.1.2.2. Kallus Dokularmin Alt Kiiltiir Sonuclar:

Farkl1 oranda oksin ve sitokinin i¢eren ortamda olusturulan kallus dokusundan
10:1 oraninda oksin sitokinin (2,0mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP ) iceren ortamda elde
edilen kallus dokusu, ayni oranda NAA ve BAP igeren ortamda alt kiiltiirleme yolu
ile ¢ogaltilmistir. Alt kiiltiirleme stiresi dort hafta olarak belirlenmistir. Bir alt kiiltiir
ile ¢ogaltilan kallus dokusunun rejenerasyon yetenekleri iyi oldugu goriilerek ikinci
alt kiiltiirleme yapilmamistir. Alt kiiltiir ile ¢ogaltilan kallus dokularinin bir kismi
rejenerasyon ortamina aktarilirken bir kismi ise ikinci alt kiiltiir ortamina
aktarilmistir. Alt kiiltirlemede kallus dokusundaki kiitle artis1 kiiltiire konulmadan
onceki ve kiiltiir sonras1 yas agirliklart CAS Model ME - 410 hassas terazi ile

tartirilarak hesaplanmigtir.

Tablo 4.1: Alt kiiltiire alinan kalluslarin 4 haftahik kiiltiir periyodundaki kiitle
artisi

Kiiltiir Kiitle Artis1
Haftasi

0 hafta

1,04 g 0,79 0,59¢ 0,55g

4 hafta
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4.1.2.3. Siirgiin Rejenerasyon Ortamlari ile ilgili Sonuglar

4.1.2.3.1. Kallus Dokusundan Siirgiin Rejenerasyonu ile flgili Sonuclar

Bitki biiytime diizenleyicileri igermeyen MS ortaminda ( MSO ) kiiltiire alinan
yaprak eksplantindan olusan kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu meydana
gelmemistir. Bu ortamda kiiltiire alinan kalluslar kok ya da siirgiine farklilasmadan
kalmiglardir. Bunu yani sira sadece kallus dokusunun kiitlesinde artis meydan
gelmigtir. Kiiltiir stiresinin uzamasi kalluslarin kahverengilesmesine sebep oldugu

gorilmiistiir.

1:10 oraninda NAA ve BAP ( 0,1 mg/L NAA ve 1,0 mg/L BAP ) igeren
ortamda kiiltiire alinan kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu ger¢eklesmistir.
Stirgilinler kiiltiiriin onaltinct gliniinde kalllus dokusundan yiikselmistir. Bu ortamda
olusan siirgiin sayist kaydedilerek eksplant basina diisen siirgiin sayist 5,2 (21

eksplant- 110 siirgiin) olarak hesaplanmistir.

1:4 oraninda NAA ve BAP ( 0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L BAP ) ilave edilmis MS
ortaminda kiiltiire alinan kallus dokusunda siirgiin rejenerasyonu meydan gelmistir.
Kiltiirtin 11. giiniinde meristemoidler gdzlenmistir. Bir aylik kiiltiirde stirgiinler
olugmustur. Eksplant basina diisen siirgiin sayis1 2,05 ( 76 eksplant-156 siirgiin )
olarak hesaplanmistir. Meydana gelen siirglinler hormon icermeyen ortama
aktarilarak koklenmesi saglanmustir. 1k kok kiiltiiriin 4. giinde goriilmiistiir.

Koklenen bitkilerin saks1 topragina aktarimi aligtirilarak gerceklestirilmistir.

Doku Kkiiltiirii ortamu ile dis ortam arasindaki ¢evresel kosullarin farkli olmasi
sebebiyle bitkiler topraga alistirilarak aktarilmistir. Topraga alistirmada, iki farkh
yontem denenmistir. ilk yéntemde; besin ortamindan dikkatlice ¢ikarilan bitkilerin
musluk suyu altinda kokleri agardan temizlenmistir. Daha sonra steril 1:3 oraninda
perlit: torf igeren saksilara aktarilmistir. Saksinin {izeri lizerine delikler acilmis seffaf
posetle kaplanmistir. Bir hafta sonra poset saksinin {lizerinden kaldirilmistir. Diger

yontemde ise; bitkilerin koklendigi petrilerin etrafindaki stre¢ film kati alinmistir ve

39



birka¢ giin petriler bu sekilde bekletilmistir. Daha sonra bitkilerin musluk suyu
altinda kokleri agardan temizlenip steril 1:3 oraninda perlit: torf igeren saksilara
aktarilmistir. Alistirmada denenen iki farkli yontem her ikisinde de basari
saglanmistir. Aktarimdan sonra bitkiler izlendiginde, dis ortama uyum sagladiklar1 ve

saglikli bir sekilde biiyiidiikleri gozlenmistir.

Sekil 4.9. MSO0 besin ortaminda Kkiiltiire alinan kallus dokusu ( 8x biiyiitmeli )
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Sekil 4.10. 1:10 oraninda NAA ve BAP iceren ortamda gelisen siirgiinler ( 8x biiyiitmeli )

Sekil 4.11. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/L. NAA, 2,0 mg/L. BAP) ig:erén ortamda
kiiltiire alinan 11 giinliik kallus dokusunda meristemoidler ( 8x biiyiitmeli )
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3 3 i3
Sekil 4.12. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L BAP) iceren ortamda
kiiltiire alman kallus dokusundaki meristemoidler ( 8x biiyiitmeli )

Sekil 4.13. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan 11 giinliik kallus dokusunda meristemoidler ( 40x biiyiitmeli )
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Sekil 4.14. 1:4 oraninda N ve BAP (0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alman yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen meristemoidler ( 40x
biiyiitmeli )

Sekil 4.15. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/L. NAA, 2,0 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire aliman yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen siirgiin taslaklar1 ( 40x
biiyiitmeli )
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Sekil 4.16. 1:4 oraninda NAA ve BAP iceren (0,5 mg/L N'AA, 2,0 mg/L BP) ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen siirgiin taslaklarn ( 40x
biiyiitmeli )

Sekil 4.17. 1:4 oraminda NAA ve BAP (0,5 mg/LL NAA, 2,0 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen siirgiin taslaklar1 ( 40x
biiyiitmeli )
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Sekil 4.18. 1:4 oraninda NA ve BAP (0,5 mg/L NAA, 2,0 mL BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen torpido asamasindaki
embriyoidler (40x biiyiitmeli )

Sekil 4.19. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda Kkiiltiiriin 4. haftasinda kotiledon olusumu
( 40x biiyiitmeli )
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Sekil 4.20. 1:4 oraninda NAA ve BAP iceren (0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L. BAP) ortamda
kiiltiire aliman yaprak orjinli kallus dokusundan meydana gelen siirgiin

Sekil 4.21. 1:4 oraninda NAA ve BAP ig;éren 0,5 mé/L NAA, 2,0 mg/L. BAP) ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan meydana gelen siirgiinler
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kiiltiire alinan yaprak orjinli kalluslarda meydana gelen siirgiinlerin MS0 besin ortaminda
koklendirilmesi

Sekil 4.23. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/LL NAA, 2,0 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan meydana gelen siirgiinlerin MS0 besin
ortaminda koklendirilmesi
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Sekil 4.24. 1:4 oraninda NAA ve BAP(0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan rejenerasyonu saglanan ve topraga
aktarilan bitki

4.1.2.3.2. Govde Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyonu ile Tlgili Sonuclar

Govdeden alman 0,5 cm boyutunda kesilen eksplantlar siirglin 2mg/L NAA,
0,2 mg/L BAP igeren ortamda kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiire alinmalarindan bir hafta
sonra kesik bolgelerinde kallus olusumu gozlenmistir. Iki hafta sonra ilk siirgiinler
eksplantin kesik bolgelerinde bir sirada meydana gelmistir. Kiiltiir boyunca siirgiinler
sayisinda artis gozlenmistir. Eksplant basina diisen siirgiin sayis1 ortamda bulunan
hipokotillerde 64 eksplanttan 448 siirgiin olusumu gozlenmistir. Eksplant basina

diisen siirgiin sayis1 7 olarak hesaplanmuistir.

Olusan siirgiinler bitki biiytime diizenleyicileri igermeyen MS ortamina (MSO0)
aktarillarak koklenmeleri saglanmistir. Alt kiiltiirlemeler sonucunda koklenen ve
bliyiiyen bitkilerin; alistirilarak saksi topragma aktarimi yapilmistir. Alistirmada
kallus dokusundan olusan siirgiinlerin aktarminda denenen alistirma yontemleri
kullanilmigtir. Topraga aktarimdan sonra bitkilerin saglikli bir sekilde biiyiidiikleri ve

dis ortama uyum sagladiklarr goriilmiistiir.
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Sekil 4.25. 10:1 oraninda NAA ve BAP ( 2,0 mg/L. NAA, 0,2 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan govde eksplantlarinin kiiltiiriin 12. giiniindeki durumu ( 8x biiyiitmeli )

Sekil 4.26. 10:1 oraninda NAA ve BAP ( 2,0 mg/L. NAA, 0,2 mg/L. BAP ) iceren ortamda
kiiltiire ahnan govde eksplantlariin kiiltiirden 14 giin sonraki durumlari
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Sekil 4.27. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan gévde eksplantlarindan gelisen siirgiin taslag: ( 40x biiyiitmeli )

Sekil 4.28. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alinan govde eksplantlarindan gelisen 18 giinliik Kkiiltiirde rastlanan siirgiin taslag:
(40x biiyiitmeli )
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Sekil 4.29. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire aliman 18 giinliik govde eksplantlarindan olusan siirgiinler ( 8x biiyiitmeli )

*

Sekil 4.30. 10:1 6ramnda NAA ve BAP (2,0 mg/L. NAA , 0,2 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire alman 31 giinliik govde eksplantlarindan olusan yapraks: siirgiinler (8x
biiyiitmeli)
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Sekil 4.31. 10:1 oraminda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA , 0,2 mg/L. BAP ) iceren ortamda

kiiltiire alinan govde eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin MS0O besin ortaminda
koklendirilmesi

’ h h ‘:.
ik b,

\ & .
Sekil 4.32. 10:1 oraminda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA , 0,2 mg/L. BAP) iceren ortamda
kiiltiire ahnan govde eksplantlarindan gelisen ve topraga aktarim yapilan bitkiler

52



Sekil 4.33. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP)
kiiltiire alman govde eksplantlarindan gelisen ve topraga aktarilan bitkiler

. By

iceren ortamda
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4.2. Tartisma

Calismamizda Nicotiana tabacum L. cv. Samsun bitkisinin in vitro
rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
Nicotiana tabacum bitkisinde elde edilen eksplantlar farkli oranlarda oksin ve
sitokinin igeren ortamda kallus tesviki icin kiiltiire alinmustir. Bu ortamlarda
meydana gelen kallus dokular karsilastirilarak kallus tesviki icin en uygun bitki

biiylime diizenleyicileri i¢eren ortam belirlenmistir.

Belirlenen bu en uygun kallus tesvik ortaminda olusan kallus dokusundan
siirglin  rejenerasyonu  saglanmigtir.  Olusturulan  siirglinler  bitki  biiyiime
diizenleyicileri icermeyen ortamda koklendirilerek tam bitki elde edilmesine

gidilmistir. Rejenere edilen bitkilerin topraga transplantasyonu yapilmastir.

Govdeden alinan eksplantlarindan, segilen siirgiin tesvik ortaminda siirgiin
olusumu saglanmistir. Olusturulan siirglinler koklendirilerek tam bitki elde
edilmesine gidilmistir. Rejenere edilen bitkilerin topraga transplantasyonu
yapilmistir. Her iki eksplanttan rejenerasyon sonucu elde edilen biitiin bitkilerin dis

ortama uyum sagladiklar1 ve saglikli bir sekilde biiytlidiikleri goriilmiistiir.

Bitki biiylime diizenleyicileri icermeyen ortamda kiiltiire alinan eksplantlarda
hicbir organ gelisimi gézlenmemistir. Bu sonuglar, Martin-Tanguy ve dig., (1988)
tarafindan yapilan ¢aligma ile benzerlik gdstermektedir. Bu ¢aligmada; bitki biiyiime
diizenleyicileri ilave edilmemis ortamda kiiltiire alinan eksplant degismeden kalmus,
sinirlt ya da hi¢ boliinme goriinmedigi kaydedilmistir. Tiitlin yaprak eksplantlarinda
stirgiin ya da kok de novo dogrudan olusumu, ortamdaki fitohormonlara bagli
oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan ortaya konulmustur (Attfield ve Evans, 1991a; b;
Dhaliwal ve dig., 2003). Bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilan bitkisel
materyallerden ve buradan elde edilen kalluslardan morfogenetik degisiklikler

meydana getirebilme yetenegine sahiptir (Aki, 1997).
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Adventif organlardan ya da somatik embriyolardan rejenerasyon; secilen
bitkinin tiirtine oldugu kadar endojen ve ekzojen secilen bitki eksplanti, kiiltiiriin
cevresel kosullari, besin ortami ve bitki biiylime diizenleyicileri gibi bircok faktore
bagli oldugu ve bu faktorler arasinda baglica role sahip olan bitki biiylime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin bitki rejenerasyonunu

yonettigi birgok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur (Molnar ve Ordog, 2005).

Ozellikle oksin/sitokinin orani in vitro morfogenik islemlerde rejenerasyonu
saglayan en onemli faktor olarak goriilmektedir (Christianson ve Warnick, 1983).
Yiiksek oksin/sitokinin orani genellikle kok olusumunu tesvik ederken, diisiik
oksin/sitokinin orani ise siirgiin olusumunu tesvik etmektedir. Diger taraftan esit
oksin/sitokinin orani organize olmamis hiicresel ¢ogalmaya ve kallus olusumuna

sebep olmaktadir (Yamaguchi ve dig., 2003).

0,5 mg/L NAA igeren besin ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda,
kesik bolgeleri ile sinirli kallus olusumu ve iist yiizeyinde kok olusumu gézlenmistir.
Bu ortamda kiiltiire alinan eksplantta, siirgiin olusumu meydana gelmemistir. Bu
sonuglar kok olusumu icin oksinin tek basina yeterli oldugunu, ancak siirgiin
olusumu i¢in ekzojen olarak ilave edilen sitokinine ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir. Christianson ve Warnick (1985); koklerin kallusun iist kismindan
yiikselmesine ragmen siirglinlerin ortamla temas eden hiicrelerden yiikseldigini
belirtmistir. Aragtiricinin belirttigi gibi calismamizda kokler eksplantin {ist kismindan

yiikselmistir.

Calismamizda ayrica govde ve yaprak eksplantlar1 ayni oranda 10:1 oraninda
NAA ve BAP igeren ortamda kiiltiire alinmistir. Yaprak eksplantlar1 10:1 oraninda
NAA ve BAP iceren ortamda kiiltiiriin baglangicinda kallus olusumu ve kiiltiiriin 3-
4. haftasinda kok olusumu goriilmiistiir. Govde eksplantlarinda ise,  kallus
dokusunun yani sira siirgiin olusumu meydana gelmistir. Ayni oranda oksin
sitokinin igeren ortamda kiiltiire alinan her iki eksplantta ayni organ gelisiminin
gbzlenmesi gerekirdi. Bunun sebebi; organogenesisin baglamasi igin ekzojen bitki

biiyiime diizenleyicilerinin miktarlarinin  yani1 sira bitkinin endojen hormon
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seviyesinin de etkili olmas ile agiklanabilir (Thorpe, 1980). Ornegin, Walker 1978
yuksek miktarda 2,4-D ‘nin diisiik miktarda kinetinin yonca kalluslarinda siirgiin
olusumunu sagladigi, bunun tersi durumda ise kok olusumunun gerceklesmedigi

gozlenmistir. (Babaoglu ve dig., 2002).

Bunun yani sira, kallus indiiksiyon ortami olarak kullanilan 1:1 oraninda NAA
ve BAP igeren ortamin, 10:1 oraninda NAA ve BAP iceren ortama gore en iyi kallus
gelisiminin goriildiigli ortam olmast beklenmistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin
ortama ilave edilen miktarlarinin yiiksek olmasinin bu ortamda kallus tesvikini
etkiledigi distiniilmektedir. 1:1 oraninda oksin ve sitokinin i¢eren besin ortaminda
kallus olusmunun meydana geldigi bircok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur.
Calisgmamiz, yapilan bu caligmalarla benzerlik gostermektedir. Bunun yam sira
ortama ilave edilen bitki biiylime diizenleyicilerinin miktarlar1 da ¢ok Snemlidir.
Bitki biliylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi, bu ortamda
olusan kallus dokusunun sert ve az miktarda olmasina sebep oldugu

distiniilmektedir.

10:1 oraninda oksin ve sitokinin i¢eren besin ortaminin kallus olusum ortami
olarak se¢ildigi ¢aligmamiza benzer bir caligmada, siirglin olusturan ve siirgiin
olusturmayan ortamda siikroz metabolizmasinin degisimini arastirilmistir. Materyal
olarak kullanilan Nicotiana tabacum var. Wisconsin 38. yumusak govdesi modifiye
edilmis MS tuzlar1 ve 3,0 mg/L NAA ve 0,3 mg/L 2-IP iceren Linsmaier ve Skoog
(1965) ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu ortamda kallus olusumu meydana gelmis ve
bu ortam siirglin olusturmayan ortam olarak belirlenmistir. Kallus {i¢ haftada bir alt
kiiltiire alinarak farklilasmamis olarak {i¢ y1l ¢ogaltilmistir. Siirgiin olusumu igin 1,0
mg/L 2IP igeren ve siirgiin olusum ortam olarak belirlenen ortam kullanilmistir. Ug
haftada santimetre kiipte 50 siirglin taslagi rapor edilmistir (Grady ve Bassham,

1982).
Calismamizda kallustan siirgiin rejenerasyonu, 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5

mg/L NAA, 2,0 mg/L BAP) iceren ortamda meydana gelmistir. Nicotiana tabacum
L. cv. Samsun (TCL) eksplant kaynagi olarak kullanildigi bir c¢aligmada 1:4
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oraninda oksin ve sitokinin (0,5 mg/L a-naftalen asetik asit (NAA) ve 2 mg/L
benziladenin (BA) igeren ortam en uygun siirgiin rejenerasyon ortami olarak
belirlenmistir (Teixeira da Silva, 2005). Calismamiz bu ¢alisma ile benzerlik

gostermektedir.

Calismamiz ile benzerlik gosteren diger bir ¢alismada; Nicotiana tabacum L.
cv. Samsun ile ilgili olarak yapilan bir diger ¢aligmada, TCL yiiksek (2-10 pM)
kinetin ve degisen konsantrasyonlarinda IBA vejetatif siirglin  olusumunu

gbzlenmistir(Mohnen ve dig., 1990).

2003 yilinda yapilan bir ¢aligmada, siirgiin olusumu gozle goriiliir bicimde {i¢
morfogenik saftha ile karakterize edilmistir. Birinci safha; 6n meristem olusumlarinin
gergeklestigi 0-10 giin periyodundaki donemdir. Bu sathada eksplantlarin g¢aplar
genislemesi ve sitokinin sebebiyle morfogenik ilk belirti olan eksplantin kesik
bolgelerinin cevresinde kallus olusumu meydana gelmektedir. Ikinci safha ise 10-20.
giin periyodunda silirgin meristeminin baglamasi ve meristemoid adi verilen
meristem hiicrelerinin olusturdugu ayr1 yiginlarin eksplantin ¢evresinin etrafinda
kallus biyokiitlesinin i¢inde goriildiigli sathadir. Son satha ise 20-35 giinde ise tesvik
edilmis meristemin yapraksi siirgiine dogru biiyiime ve farklilasmasi1 gerceklestigi
satha olarak tanimlanmistir (Ramage ve Williams, 2003). Calismamizda yaprak ve
gbovde eksplantlarindan direkt ve indirekt siirgiin organogenesinin ger¢eklesme siireci
glinliik olarak gozlendiginde, bu c¢alismada belirtilen morfogenik olaylarin ayni

zaman ve safhada gerceklestigi goriilmiistiir.

0,1 mg/L NAA ve 1,0 mg/L BAP, 30 g/L sakkoroz igeren MS besin ortami, A.
tumefaciens araciligla gen aktarimi yapilan tiitiin yaprak disklerinden siirgiin
rejenerasyonunun gergeklestirilmesinde ve transgenik tiitlin bitkilerinin elde
edilmesinde yaygin kullanilan bir besin ortamudir (Horsch ve dig., 1988).
Calismamizda bu ortam kontrol grubu olarak kullanilmig ve segilen siirgiin
rejenerasyon ortami ile karsilastirllmistir. 0,1 mg/L NAA ve 1,0 mg/L BAP igeren
MS besin ortami ile karsilastirildiginda; kontrol grubunda eksplant basina diisen
siirglin sayist 5,02 iken, 1:4 oraninda NAA ve BAP ( 0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L
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BAP) igeren ortamda eksplant bagina diisen siirgiin sayis1 2,05 olarak hesaplanmustir.
Bu sonuglar; 1:4 oraninda NAA ve BAP ( 0,5 mg/L NAA, 2,0 mg/L BAP ) igeren
besin ortaminin, tiitiin yaprak ekpslantlar1 i¢in siirglin rejenerasyon ortami olarak

kullanilabilecigini gostermektedir.

Bunu yani sira direkt organogenesisin meydana geldigi govde eksplantlarinda
eksplant basina diisen siirgiin sayist 7 olarak hesaplanmistir. Indirekt organogenesisin
gerceklestirildigi yaprak eksplantlari ile bu sonug karsilastirildiginda 2,0 mg/L NAA,
0,2 mg/LL BAP igeren ortamin ise, tiitiin govde eksplantlari igin siirgiin rejenerasyon

ortami olarak kullanilabilecigini géstermektedir.

Farklilasmis ve farklilagmamis dokulardaki rejenerasyon islemi, genetik
miihendisligi ve bitkilerin klonal ¢ogaltimi i¢in bir ara¢ olarak uygulanma potansiyeli
ile dikkati ¢ekmektedir. Doku Kkiiltiirlerinin bitkileri iyilestirmede en O6nemli ve
yaygin olarak kullanilan uygulamalarindan birisi gen transferidir (Babaoglu ve dig.,
2002). Farkli gen transfer protokollerinin farkl: bitki tiirlerinde uygulanabilir oldugu
birgok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur (Potrykus, 1995). Gen transferi
caligmalarinda transformasyon sikligini sinirlayan faktorlerden biri, hedef bitki
materyali  icin  rejenerasyon  protokollerinin  giivenirliligidir.Bu  yiizden
transformasyon calismalarinda, bitki rejenerasyonu igin kiiltiir kosullarinin; calisilan
bitki tiiriine ve eksplant ¢esidine gdre optimize edilmesi gerekmektedir(Oktem,

1999).

Bu caligma ile {iretilen tiitiin kallus dokusunun alt kiiltiirlemeler yolu ile
cogaltimi ile seri kallus fiiretimi, hiicre ve protoplast siispansiyon Kkiiltiirleri,
transformasyon sistemleri, endiistriyel bitkilerin klonal ¢ogaltimi, tibbi bitkilerden
sekonder metabolitlerin {iretilmesi ve biyoreaktdr/fermentdr sistemlerinin kurulmasi
gibi ¢aligmalarin temelinin olusturulmasi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmalarin yani sira,
optimize edilmis rejenerasyon sistemi kurulmus tiitiin kallus dokularinin, ileride
yapilacak gen akarim ¢alismalarina eksplant kaynagi olarak kullanilmasi

planlanmaktadir.

58



KAYNAKLAR

Ak¢am-Oluk, E. ve Yiirekli K. A. 1995. Effecy of Different Nutrient Media and Explant
Sources on Callus Induction of Cantharanthus roseus (L.) G. Don Plants.Tr. J. of
Botany. 19: 569-572.

Ak¢am, E. ve Yiirekli, K. A. 2001. Regeneration Through Callus Cultures of
Cantharanthus roseus (L.) G. Don. Pak. J. PI. Sci. 7(1-2): 67-73.

Aki, C. 1997. Capsicum annuum’un Cesitli Varyeteleri Uzerinde Doku Kiiltiirii
Calismalar1 (Doktora Tezi ). Ege Universitesi , Izmir.

Ak, C. 2005. Effect of Plant Growth Regulators on Osmotically Stressed Callus Cultures
of Some Capsicum annuum var. grossum L. Cultivars. Journal of Biological
Science. 5(3):257-259.

Altamura, M. M. Monacelli, B. ve Pasqua, G. 1989. The Effect of Photoperiod on Flower
Formation in vitro in a Quantitative Short-Day Cultivar of Nicotiana tabacum.
Physiol. Plant., 76 : 233-239.

Arai, M. Saito, T. Kaneko, Y. ve Matsushima, H. 1997. Cellular Origin and
Ultrastructural Changesof Regenerating Shoots From Tobacco (Nicotiana
tabacum) Internodes Cultured in vitro. Physiologia Plantarum, 99: 523-528.

Arda, M. 1995. Biyoteknoloji. Kitkkem Dernegi Bilimsel Yayinlari, 3, Ankara.

Attfield, E. M. ve Evans P.K. 1991. Developmental Pattern of Root and Shoot
Organogenesis 1 Cultured Leaf Explants of Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc.
Journal of Experimental Botany, 42(1): 51-57.

Attfield, E. M. ve Evans, P. K. 1991. Stages in The Initiation of Root and Shoot
Organogenesis in Cultured Leaf Explants of Nicotiana tabacum. cv. Xanthi nc.
J. Exp. Bot., 42:59-63.

Babaoglu, M. Yorgancilar, M. ve Akbulak, A. M. 2002. Doku Kiiltiirii: Temel Laboratuar
Teknikleri. Bitki Biyoteknolojisi, Selguk Universitesi Vakfi Yayinlari, Cilt 1.

Barciszewski, J. Massino, F. ve Clark, B. F.C. 2007. Kinetin—A multiactive molecule.
International Journal of Biological Macromolecules. 40:182-192.

Bornman, C.H. 1974. Cytodifferentiation in Tissue Culture.In:H.E. Street (Ed.), Tissue
Culture and Plant Science.Academic Press, London,43-70.

Christianson, M. L. ve Warnick D. A. 1985. Temporal Requirement for Phytohormone
Balance in The Control of Organogenesis in vitro. Dev. Biol., 112 (2) : 494-497.



Christianson, M. L. ve Warnick, D. A. 1983. Competence and Determination in The
Process of in vitro Shoot Organogenesis. Dev. Biol., 95 (2): 288-293.

Cousson, A. ve Tran Thanh Van, K. 1981. In vitro Control of de novo Flower
Differentiation From Tobacco Thin Cell Layers Cultured on a Liquid Medium,
Plant Physiol,. 51: 77-84.

Creemers- Molenaar, J. Hakkert, J. C. Van Staveren, M. J. ve Gilissen, L. J. W. 1994,
Histology of The Morphogenetic Response in Thin Cell Layer Explants From
Vegetative Tobacco Plants. Ann. Bot., 73: 547- 555.

D’Onofrio, C. ve Morini, S. 2006. Somatic Embryo, Adventitious Root and Shoot
Regeneration in in vitro Grown Quince Leaves as Influenced by Treatments of
Different Length with Growth Regulators. Scientia Horticulturae, 107: 194-199.

Dhaliwal, H. S. Ramesar-Fortner, N. S. Yeung, E. C. ve Thorpe, T. A. 2003. Competence,
Determination, and Meristemoid Plasticity in Tobacco Organogenesis In Vitro.
Can. J. Bot., 81: 611-621.

Elleuch, H. Belbahri, L. Boetti, H. David, H. Thomasset, B. ve David, A. 2001. Rice
salT Promoter is Activated in Papaver somniferum and Nicotiana tabacum
Transgenic Cells in the Absence of Exogenous ABA. Enzyme Microb. Technol.
28: 106-113.

Gaspar, T. Kevers, C. Faivre-Rampant, O. Cre'vecoeur, M. Penel, C. Greppin, H. ve
Dommes, J. 2003. Changing Concepts in Plant Hormone Action. In Vitro Cell.
Dev. Biol. Plant, 39: 85-106.

Gaspar, T. Kevers, C. Penel, C. Greppin, H. Reid, D. M. ve Thorpe, T. A. 1996. Plant
Hormones and Plant Growth Regulators in Plant Tissue Culture. In Vitro Cell.
Dev. Biol. Plant., 32: 272-289.

Gautheret, R. J. 1966.Factors Affecting Differentiation of Plant Tissues Grown In Vitro.
In: W.Beermann (Ed), Cell Differentiation and Morphogenesis. North-Holland,
Amsterdam, 55-95.

George, E. F. Puutock, D. J. M. ve George, H. J. 1987. Tissue Culture Media.
Formulation and Uses, 1: 12-211.

Grady, K. L. ve Bassham A. J. 1982. 1-Aminocyclopropane-l-Carboxylic Acid
Concentrations in Shoot-Forming and Non-Shoot-Forming Tobacco Callus

Cultures. Plant Physiol., 70: 919-921.

60



Haberlandt, G. 1902. Culturversuche Mit Isollierten Pflanzenzellen.Sitzungsber. Mat.
Naturwiss, Kl, Kais.Akad.Wiss. Wien, 111:69-92

Harbinder, S. Dhaliwal, S. Edward, C. Y. ve Trevor A.T. 2004. TIBA Inhibition of in
vitro Organogenesis in Excised Tobacco Leaf Explants, In Vitro Cell. Dev.
Biol.—Plant., 40: 235-238.

Horsch, R.B. Fry, J. Hoffmann, N. Neindermeyer, J. Rogers S. G. ve Fraley, R. T.1988.
Leaf Disc Transformation. Plant Molecular Biology Manual, A5:1-9.

Huxter, T.J. Thorpe T.A. ve Reid, D.M. 1981. Soot Initiation in Light and Dark-Grown
Tobacco Callus: The Role of Ethylene. Physiol Plant., 53:319-326.

Iida, A. Seki, M. Kamada, M. Yamada, Y. ve Morikawa, H. 1990. Gene Delivery into
Cultured Plant Cells by DNA-coated Gold Particles Accelerated by a Pneumatic
Gun. Theor. Appl. Genet., 80: 813-816.

Khanam, N. Khoo, C ve Khan, A. G. 2000. Effects of Cytokinin/Auxin Combination on
Organogenesis Shoot Regeneration and Tropane Alkaloid Production in Duboisia
myoporoides. Plant Cell Tiss. Org. Cult., 62: 125-133.

Lederman, R.G. V. ve Floh, E. I. S. 1993. Cyto Histological Gradients in Callus Tissue of
Nicotiana tabacum. R. Bras. Fisiol. Veg., 5 (1) : 13-16.

Linsmaier, E. M. ve Skoog, F. 1965. Organic Growth Factor Requirements of Tobacco
Tissue Cultures. Physiol. Plant., 18: 100-127.

Maeda, E. ve Thorpe, T.A. 1979. Shoot Histogenesis in Tobacco Callus Cultures. In
Vitro, 15: 415-424.

Mandel, M. A. Bowman, J. L. Kempin, S. A. Ma, H. Meyerowitz, E. M. ve Yanofsky, M.
F. 1992. Manipulation of Flower Structure in Transgenic Tobacco. Cell, 71:
133-143.

Martin-Tanguy, J. Martin, C. Paynot, M. ve Rossin, N. 1988. Effect of Hormone
Treatment on Growth Bud Formation and Free Amine and Hydroxycinnamoyl
Putrescine Levels in Leaf Eksplant of Nicotiana tabacum Cultivated in vitro.
Plant Physiol., 88: 600-604.

Mizukami, Y. ve Fischer, R.L. 2000. Plant Organ Size Control: AINTEGUMENTA
Regulates Growth and Cell Numbers During Organogenesis. Plant Biol., 97:942-
947.

61



Mohnen, D. Eberhard, S. Marfa, V. Doubrava, N. Toubart, P. Gollin, D.J. Gruber, A.T.
Nui, W. Albersheim, P. ve Darvill, A. 1990. The Control of Root, Vegetetive
Shoot and Flower Morphogenesis in Tobacco Thin Cell-Layer Explants (TCLs).
Development, 108: 191-201.

Molnar, Z. ve Orddg, V. 2005. Microalgal and Cyanobacterial Extracts in The Tissue
Cultures of Higher Plants (pea, tobacco, beet). Proceedings of the 8th Hungarian
Congress on Plant Physiology and the 6th Hungarian Conference on
Photosynthesis, 49 (1-2): 39-40.

Monacelli, B. Pasqua, G. Altamura, M. M. ve Mazzolani, G. 1983. In vitro Neoformation
of Floral and Vegetative Buds in Nicotiana tabacum L., Ann. Bot., (Rome), 41:
157-163.

Monacelli, B. Pasqua, G. Capitani, F. Archilletti, T. Calzecchi-Onesti, B. ve Altamura,
M.M. 1992. Histological Analysis of Flower and Vegetative Bud Formation in
Tobacco Thin Cell Layers Cultured Under Different Hormonal Treatments.
Cytobios, 71:93-103.

Murashige, T. 1965. Effects of Stem Elongation Retardants and Gibberellin on Callus
Growth and Organ Formation in Tobacco Tissue Culture. Physiol. Plant., 18:
665—673.

Murashige, T. ve Skoog, F. 1962. A Revised Medium for Rapid Growth and Bioassays
with Tobacco Tissue Culture. Physiol. Plant., 15: 473-497.

Oktem, H. A. Biilbiil, Y. Oktem, E. ve Yiicel, M. 1999. Regeneration and Agrobacterium-
mediated Transformation Studies in Tomato (Lycopersicon esculentum Miller).
Tr. J. of Botany, 23: 345-348.

Palavan-Unsal, N. 1993. Bitki Biiyiime Maddeleri, Ist., Univ., Enst., Yayin No:4, 357 s.

Pasqua, G. Manes, B. Monacelli, L. Natale, S. ve Anselmi, S. 2002. Effects of The
Culture Medium pH and Ion Uptake in in vitro Vegetative Organogenesis in Thin
Cell Layers of Tobacco. Plant Sci., 162: 947-955.

Potrykus 1. ve Spangenberg G. (eds.). 1995. Gene transfer to plants. Springer
Publications, The Netherlands.

Ramage, C. M. ve Williams, R. R. 2003. Mineral Uptake in Tobacco Leaf Disc During
Different Developmental Stages of Shoot Organogenesis. Plant Cell Rep., 21:
1047-1053.

62



Ross, M. K. ve Thorpe, T A. 1973. Phyiological Gradients and Shoot Initiation in
Tobacco Callus. Plant Cell Physiol., 14: 473-480.

Ross, M. K. ve Thorpe, T A. ve Costerton, J. W. 1973. Ultrastructural Aspects of Shoot
Initiation in Tobacco Callus. Plant Cell Physiol., 14: 10-16.

Sauliene, I. ve Raklevi¢iene, D. 2002. The Influence of Cytokinin on Morphogenetic
Competence in non- or Blooming Nicotiana Thin Layer and Leaf Tissue
Cultures. Biologija, 1 : 87-90.

Sauliene, I. ve Rakleviciene, D. 2004. The Effect of Photoperiod and Growth Regulators
on Organogenesis in Thin-Layer Tissues. Acta Universitatis Latviensis, 676:
219-222.

Scaramagli, S. Biondi, S. ve Torrigiani, P. 1999. Methylglyoxal (bis-guanylhydrazone)
Inhibition of Organogenesis Is Not Due to S-adenosylmethionine Decarboxylase
Inhibition /Polyamine Depletion in Tobacco Thin Cell Layers. Plant Physiol.,
1007: 353-360.

Skoog, F. ve Miller, C. O. 1957. Chemical Regulation of Growth and Organ Formation in
Plant Tissue Cultured in vitro. Symp Soc Exp Biol., 11: 118-131.

Taiz, L. ve Zeiger, E. 2002. Plant Physiology, 3rd edn. Sunderland, MA: Sinauer
Associates, Inc.

Takebe, 1. Labib, G. ve Melchers, G. 1971. Regeneration of Whole Plants From Isolated
Mesophyll Protoplast of Tobacco. Naturwissen, 58: 318-329.

Teixeira da Silva J.A. 2003. Thin Cell Layer Technology in Ornamental Plant
Micropropagation and Biotechnology. African Journal Biotechnology, 2 (12) :
683-691.

Teixeira da Silva J.A. 2005. Simple Multification and Effective Genetic Transformation
of in vitro-Grown Tobacco by Stem Thin Cell Layer. Plant Science, 169: 1046-
1058.

Thorpe, T. A. 1978. Physiological and Biochemical Aspects of Organogenesis in vitro. In:
International Congress of Plant Tissue and Cell Culture. 4th ed., pp.49-
58.International Assciation for Plant Tissue Culture. Univercity of Calgary.

Thorpe, T. A. 1980. Organogenesis in vitro: Structural, Physiological, and Biochemical
Aspects. In: Vasil, I. K., ed. Perspectives in plant cell and tissue culture. Int. Rev.
Cytol., Suppl. 11A, New York: Academic Press; 71-105.

63



Thorpe, T. A. 1982. Physiological and Biochemical Aspects of Organogenesis in vitro. In
Proc. 5th Inttl. Cong. Plant Tissue and Cell Culture, pp. 121-124

Thorpe, T. A. ve Biondi, S. 1981. Regulation of Plant Organogenesis. Adv. Cell Cult., 1:
213-239.

Thorpe, T.A. ve Murashige, T. 1970. Some Histochemical Changes Underlying Shoot
Initiation in Tobacco Callus Cultures. Can. J. Bot., 48: 277- 285.

Toldi, O. Ahanen, K. Kova“ c¢s, G. Sorvari, S. To" th, S. Dulai, S. ve Scott. P., 2005.
Integrated Application of Physiological and Molecular Methods to Forecast
Determinative Morphogenetic Events in Tissue Cultured Tobacco (Nicotiana
tabacum L. cv Samsun) Leaf Discs. Plant Growth Regulation, 47: 59—64.

Torrigiani, P. Altamura, M. M. Pasqua, G. Monacelli, B. Serafini-Fracassini, D. ve
Bagni, N. 1987. Free and Conjugated Polyamines During de novo Floral and
Vegetative Bud Formation in Thin Cell Layers of Tobacco. Physiol. Plant., 70:
453-460.

Torrigiani, P. Scaramagli, S. Castiglione, S. Almatura, M. M. ve Biondi, S. 2003. Down
Regulation of Ethylene Production and Biosynthetic Gene Expression Is
Associated to Changes in Putrescine Metabolism in Shoot-Forming Tobacco
Thin Cell Layers. Plant Sci. 164: 1087-1094.

Tran Thanh Van K. 1973. Direct Flower Neoformation From Superficial Tissue of Small
Explants of Nicotiana tabacum L. Planta, 115 : 87-92.

Tran Thanh Van, K. 1981. Control of Morphogenesis in in vitro Cultures. Annu. Rev.
Plant Physiol., 32: 291-311.

Tran Thanh Van, K. Dien, N.T. ve Chlyah, A. 1974. Regulation of Organogenesis in
Small Explants of Superficial Tissue of Nicotiana tabacum L. Planta, 119: 149-
159.

Trigiano R.N. ve Gray, D. J. 1996. Plant Tissue Culture Concept and Laboratory
Exercises. CRS Pres.Boca Raton, Florida.

Van den Ende, G. Croes, A. F. Kemp, A. ve Barendse, G. W. M. 1984. Development of
Flower Buds in Thin Layer Cultures of Floral Stalk Tissue from Tobacco: Role
of Hormones in Different Stages. Physiol. Plant, 61: 114-/118.

Van Der Beek, J. G. ve Ltifi, A. 1991. Evidence For Salt Tolerance In Pepper Varieties In
Tunusia, Euphytica, 57(1):51-56.

64



Vasil, 1. K. ve Hildebrant A. C. 1966. Variation of Morphogenetic Behaviour in Plant
Tissue Cultures. 1. Cichorium endiva. Am.J.Bot., 53: 86-869.

Villalobos, V. M. Yeung E. C. ve Thorpe T.A. 1985. Origin of Adventitious Shoots in
Excised Radiata Pine Cotyledons Cultured in vitro. Can. J. Bot., 63:2172-2176.

Walker, K.A. Yu, P.C. Sato, S.J.ve Jawarski, E. G. 1978. The Hormonal Control of
Organ Formation in callus of Medicago sativa L.Cultured in vitro. Am. J.Bot., 65:
654-659.

Weyers, J. ve Paterson, N.W. 2001. Plant Hormones and The Control of Physiological
Processes. New Phytol., 152: 375-389.

White, P.R. 1939. Controlled Differentiation in a Plant Tissue Culture. Bull Torrey Bot
Clut., 66:507-513.

Yamaguchi, M. Kato, H. Yoshida, S. Yamamura, S. Uchimiya, H. ve Umeda, M. 2003.
Control of in vitro Organogenesis by Cyclin-Dependent Kinase Activities in
Plants. PNAS 100 (13) :8019-8023.

Yamakawa, T. Kurahashi, O. Ishida, K. Kato, S. Kodama, T. ve Minoda, Y. 1979. Stabilty
of Indole-3-aceticacid to Autoclaving, Aeration and Light Illumination. Agric.

Biol. Chem., 43: 879-880.

65



TABLOLAR

Tablo 1.1. Besin Ortamina [lave Edilen Makro EIEMENtIET cueveveuereeseresnesssesseresnssernne 3
Tablo 1.2. Besin Ortamina Ilave Edilen Mikro Elementler...............cccccovvevevevreennnn... 3
Tablo 3.1. Murashige Skoog Besin Ortaminin Bilesenleri ...........coccceeevieniincnnnennee. 27
Tablo 3.2. Kullanilan Kallus Tesvik Ortamlart ...........ccccoeevveeeiieeiiiiencie e, 29
Tablo 3.3. Kallustan Siirgiin Rejenerasyon Ortamlart ............cceecveveiienieeieeneennnenn. 30
Tablo 4.1. Alt Kiiltiire Alinan Kalluslarin 4 haftalik Kiiltiir Periyodundaki Kiitle
ATTISTo e e e e e e et e e e e e e eeetaaraaeaeeeeeenanrraes 37



Sekil 4. 3.

Sekil 4.4.

SEKILLER

Bitki yetistirme kabininde yetistirilen yedi haftalik Nicotiana tabacum
DIKILETT. ..o 31

MSO0 besin ortaminda yetistirilen 6 haftalik Nicotiana tabacum

Sekil 4.3. MS besin ortaminda yetistirilen 19 haftalik Nicotiana tabacum fideleri...32
Sekil 4.4. MSO ortamindaki 12 giinliik eksplanlar...................cooiiiiiiiinn. 34
Sekil 4.5. 0,5 mg/L NAA iceren ortamda 18 giinliik ekplanttan gelisen kallus ve
KOKIOT . . . et e 35
Sekil 4.6. 1:1 oraninda NAA ve BAP igeren ortamda kiiltiire alinan 18 giinliik
eksplantlar. ... ... 35
Sekil 4.7. 10:1 oraninda NAA ve BAP iceren ortamda kiiltiire alinan 18 giinliik
eksplantlardan gelisen kallus dokusu..............ooviiiiiiiiiiiinnn... 36
Sekil 4.8. Kallus tesvik ortaminda rastlanan kallus dokusunda yer alan hiicreler.....36
Sekil 4.9. MSO besin ortaminda kiiltlire alinan kallus dokusu .............................39
Sekil 4.10.1:10 oraninda NAA ve BAP iceren ortamda gelisen siirgiinler.............39

Sekil 4.11. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igceren

ortamda kiiltiire alinan 11 giinliik kallus dokusunda meristemoidler ....40

Sekil 4.12. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) iceren

ortamda kiiltiire alinan kallus dokusunda meristematik hiicreler ......... 40

Sekil 4.13. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren

ortamda kiiltiire alinan 11 giinliik kallus dokusunda meristemoidler.....41

Sekil 4.14. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) iceren

ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen

METISEEMOIALET . . . . .o, 41

Sekil 4.15. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren

ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen

stirglin taslaklars ....... ..o 42

Sekil 4.16. 1:4 oraninda NAA ve BAP iceren (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP)

ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen

II



sUrglin taslaklart.........c.ooriiii e 42
Sekil 4.17. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen
stirglin taslaklari........ ..o 43
Sekil 4.18.1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusunda meydana gelen
torpido asamasindaki embriyoid..............cooiiiiiiiiiiii i 43
Sekil 4.19.1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren siirgiin
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan bir aylik kiiltiirde
kotiledon olusumu ........ ..., 44
Sekil 4.20. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) iceren
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan meydana gelen
1141111 1<) PR 44
Sekil 4.21. 1:4 oraninda NAA ve BAP igeren (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) besin
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kalluslarda meydana gelen
stirglinlerin MSO ortaminda koklendirilmesi........................oooe. . 45
Sekil 4.22. 1:4 oraninda NAA ve BAP (0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren MS0O
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan meydana gelen
stirglinlerin besin ortaminda koklendirilmesi...............ccoeeeeiiiiiiit. 45
Sekil 4.23. 1:4 oraninda NAA ve BAP(0,5 mg/l NAA, 2,0 mg/l BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan yaprak orjinli kallus dokusundan rejenerasyonu
saglanan ve topraga aktarilan bitki .................... 46
Sekil 4.24. 10:1 oraninda NAA ve BAP ( 2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP) igeren

ortamda kiiltiire alinan gdvde eksplantlarinin kiiltiiriin 12. glinlindeki

Sekil 4.25. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP) i¢eren
ortamda kiiltiire alinan gdvde eksplantlarinin kiiltiirden 14 giin sonraki
dUrumlart... ..o 47

Sekil 4.26. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan govde eksplantlarindan18 giin sonra gelisen
SUrglN taslagi. ..o 48

Sekil 4.27. 10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP) igeren

III



Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

ortamda kiiltiire alinan govde eksplantlarindan gelisen 18 giinliik

kiiltlirde rastalanan stirglin taslagi...............ooooiiiiiii i 48
10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP) iceren
ortamda kiiltiire alinan 18 giinliik gévde eksplantlarindan olusan
111241111 1<) S PP 49
10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA , 0,2 mg/L BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan 31 giinliik gévde eksplantlarindan olusan yapraksi
11241111 (<) P 49
10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA , 0,2 mg/L BAP ) igeren
ortamda kiiltiire alinan govde eksplantlarindan gelisen siirgiinlerin MSO
besin ortaminda koklendirilmesi .............cooiiiiiiiii i, 50
10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA , 0,2 mg/L BAP) igeren
ortamda kiiltiire alinan govde eksplantlarindan gelisen ve topraga
aktarimi yapilan bitKiler...........ccooovveiiiiiiiiiii e, 50
10:1 oraninda NAA ve BAP (2,0 mg/L NAA, 0,2 mg/L BAP) iceren

ortamda kiiltiire alinan gdvde eksplantlarindan gelisen ve topraga

aktarilan bitKiler. ...t e D

IV



YASAM OYKUSU

1980 yilinda izmir ‘de dogdu. Ilkokulu Izmir Karsiyaka Sair Esref ilkokulu’nda,
ortaokulu Izmir Karsiyaka Behget Uz Lisesi’nde tamamlamustir. Lise egitimini Izmir
Karsiyaka Anadolu Meslek Lisesinde tamamlamistir. Lisans egitimine 2000 yilinda
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji Béliimiinde basladi. 2004 yilinda bu bdliimden
biyolog iinvani ile mezun oldu. 2004 Eyliil ‘de ayn1 boliimde yiiksek lisans egitimine basladi.
2005 yilinda biyoloji Boliimiinde Arastirma gorevlisi olarak goreve basladi. Halen Aragtirma

gorevlisi olarak ¢alismaktadir.

Nursen CORDUK



