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OZET

KISLIK KANOLA (Brassica napus L.) CESITLERININ IN VITRO
REJENERASYONU UZERINE FARKLI EKSPLANT TIiPLERININ ve BITKi
BUYUME DUZENLEYICILERININ ETKISI

PEKER, Eyiip
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Ahmet Metin KUMLAY
Kasim 2016, 56 sayfa

Bu arastirma “Tesadiif Bloklarinda Boliinen Boliinmiis Parseller Deneme
Deseni’ne gore ii¢ tekerriirlii olarak Erzurum Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitiisi Doku Kiiltiirii Laboratuari’nda yiiritilmiistir. Calismada Elvis ve
Californium kanola c¢esitlerinin siirgiin ucu, hipokotil ve kotiledon eksplantlari
kullanilmigtir. Bitki biiyiitme ortami olarak MS ortamina sadece %5 sukroz igeren
kontrol ortami yaninda 6 farkli besiyeri (T1: 3.0 mg L BAP; T2: 1.0 mg L™ 1AA; T3:
1.0 mg Lt NAA; T4: 2.0 mg L BAP + 1.0 mg L™ KIN; T5: 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg
L'NAA; T6: 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ 1AA) kullanilmstir. Bitkicikler 6 hafta siire
ile uzun giin fotoperiyot (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) sartlarinda tutulmuslardir.
Altinct hafta sonunda su gozlemler almmustir: ilk siirgiin verme giin sayisi, bitkinin
canl kalma orani, siirgiin uzunlugu, yan dal sayisi, bogum sayisi, bogum araligi, yaprak
alani, kok sayisi, kok uzunlugu, bitki yas ve kuru agirliklari. Caligma sonucunda Elvis
kanola gesidinin Californium ¢esidine gore, incelenen 6zellikler yoniinden 6n planda
oldugu goriilmistiir. Siirglin ucu ve hipokotil eksplantlarinin kotiledon eksplantina gore
daha olumlu sonuglar verdigi belirlenmistir. Sitokinin + oksin bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonunun (BAP + NAA ve BAP + IAA), slirgiin ve kok
gelisiminde daha etkin oldugu, ancak BAP + KIN ve tek basina NAA uygulamasinin da
incelenen ozelliklerde 6nemli artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Californium ¢esidi
(11.21 giin), Elvis ¢esidine gore (12.94 giin) daha erken siirgiin vermeye baslamis
olmasina ragmen, Elvis ¢esidi (25.04 mm) daha uzun bitkicikler vermistir (Californium,
18.47 mm). Siirgiin ucu, hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda sirasiyla 31.13 mm,
21.01 mm ve 13.13 mm siirgiin uzunluklart belirlenmistir. Ortamlar arasinda en uzun
bitkicikler BAP + KIN ortaminda (31.62 mm) elde edilmis, bunu BAP + IAA ortami
(20.66 mm) takip etmistir. Calisma sonucunda iyi bir siirglin gelisimi i¢in; Elvis ¢esidi,
siirglin ucu ve hipokotil eksplantlar1 ile BAP + NAA, BAP + TAA ve BAP + KIN
kombinasyonlariin tavsiye edilebilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Kanola, Brassica napus L., doku Kkiiltiirii, in vitro, siirgiin
rejenerasyonu, bitki biiylime diizenleyicileri.



ABSTRACT

THE EFFECTS of DIFFERENT EXPLANT TYPES and PLANT GROWTH
REGULATORS on the IN VITRO REGENERATION of WINTER RAPESEED
(Brassica napus L.) VARIETIES.

PEKER, Eyiip
Ms Thesis, Department of Field Crops
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ahmet Metin KUMLAY
November 2016, 56 pages

This research was carried out at the Tissue Culture Laboratory of Erzurum
Eastern Anatolia Agricultural Research Institute according to the “Split — Split Plot
Design in Randomized Blocks” with three replications. Shoot tip, hypocotyl and
cotyledon explants of Elvis and Californium canola (Brassica napus L.) genotypes were
used in the study. In addition to control media (only 5% sucrose), 6 different plant
growth regulators (T1: 3.0 mg L™ BAP; T2: 1.0 mg L™ IAA; T3: 1.0 mg L™ NAA; T4:
2.0mg L* BAP + 1.0 mg L™ KIN; T5: 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L*NAA; T6: 2.0 mg
L™ BAP + 0.1 mg L™ IAA) were added to MS media to culture explants. Explants were
incubated under long-day photoperiod conditions (16 h light, 8 h dark) for 6 weeks. At
the end of the 6™ weeks, following observations were taken: days to the first shoot
appearence; plantlet survival rate; the length of shoots, roots and nodes; the number of
shoots, roots and nodes; diameter of leaves; fresh and dry weigh of plantlets. As a result
of the study, it was seen that Elvis genotype had significant better plantlet
characteristics compared to Californium cultivar. Shoot tip and hypocotyl explants gave
better results compared to cotyledon explants. It is also clear from the results that, the
combination of cytokinin + auxin (BAP + NAA and BAP + I1AA) was effective on the
improvement of shoot and root regeneration. However, application of BAP + KIN and
only NAA was also effective on plantlet micropropagation. Although, days to shoot
apperance were earlier in Californium (11.21 days) compared to Elvis (12.94 days),
Elvis gave the longest shoots (25.04 mm), compared to Californium (18.47 mm). Shoot
tips, hypocotyls and cotyledons illustrated 31.13 mm, 21.01 mm and 13.13 mm shoot
lengths, respectively. The longest plantlets were determined on BAP + KIN (31.62 mm)
and followed by BAP + IAA (20.66 mm). As a result of the study, Elvis cultivar, shoot
tip and hypocoty explants with BAP + NAA, BAP + IAA and BAP + KIN media
combinations could be advised for better canola micropropagation.

Key words: Brassica napus L., tissue culture, in vitro, shoot regeneration, plant growth
regulators.



TESEKKUR

“Iki Kishik Kanola (Brassica napus L.) Cesidinin in vitro Rejenerasyonu
Uzerine Farkli Eksplant Tiplerinin ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Etkisi” konulu
yiiksek lisans tezimin planlanmasindan yazilmasina kadar her konuda bilgi, tecriibe ve
samimiyetiyle bana destek olan ve yardimlarini esirgemeyen danigsman hocam, Sayin
Yrd. Dog¢. Dr. Ahmet Metin KUMLAY’a ve laboratuvar caligmalarinda verdigi
desteklerden dolay1 Sayin Dr. Canan KAY A’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Yiiksek
lisans egitimimin her asamasinda bilgilerini ve tecriibelerini benimle paylagan ve yon

veren bolim hocalarima siikranlarimi sunarim.

Yiiksek Lisans tezimin kurulumu ve yiiriitiilmesi asamasindan yazilmasina kadar
olan tiim siiregte, her konuda bana yardimci olan ve ayni zamanda galismalarim

strasinda sonsuz sabir ve hosgorii gosteren sevgili aileme tesekkiirlerimi sunuyorum.

Eyiip PEKER

Kasim, 2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% Yiizde
M Mikromolar
cm Santimetre
g Gram
I Litre
mg L™ Miligram/Litre
ml Mililitre
mm Milimetre
°Cc Santigrat Derece
pH Toprak Reaksiyonu
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24D Diklorofenoksiasetik Asit
21P 6-(y,y-dimetillallylamino) Piirin
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BA Benzil Adenin
BAP Benzil Amino Piirin
BBD Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

EDTA Etilendiamintetra Asetik Asit
F F Degeri
GA;3; Gibberellik Asit
GBg Gamborg Bs Besin Ortami
IAA Indol-3-Asetik Asit
IBA Indol-3-Biitirik Asit
IPA Izopentenil Adenin
JA Jasmonik Asit

KIN Kinetin (6-Furfurylamino piirine)
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Least Significant Difference

Murashige ve Skoog (1962) Besi Ortami1
Naftalen Asetik Asit

Serbestlik Derecesi
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Kontrol Ortami1 (%5 Sukroz)

1. Ortam 3.0 mg L™ BAP

2. Ortam 1.0 mg L™ IAA

3. Ortam 1.0 mg L™ NAA

4. Ortam 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™* KIN
5. Ortam 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA
6. Ortam 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ 1AA
Zeatin Riboside

Zeatin
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1. GIRIS

Kanola bitkisi (Brassica napus L.) tohumundaki %45-50 yag iceriginden dolayi,
birim alandan yiiksek yag verimi saglayabilen, yazlik ve kislik olarak ekilebilen,
kiispesinde yiiksek kalite ve oranda protein bulunan ve biodizel yakit olarak
kullanilabilen bir yag bitkisi olmasindan dolayi, son zamanlarda {lizerinde ¢ok sayida
aragtirma yiriitiilen bir bitkidir. Kanadal1 bitki 1slahg¢ilar1 1970°1i yillarda kanola bitkisi
tizerinde yaptiklar1 1slah caligmalari sonucunda elde ettikleri, yaginda %2’nin altinda
erusik asit ve kiispesinin her graminda 30 uM’iin altinda glukozinolat igeren, yeni
cesitlere kanola adin1 vermislerdir. Kanola ¢esitlerinden elde edilen bitkisel yagin besin
degeri ve igerigi bakimindan zeytinyagi ve yerfistigi yaginin kalitesine yakin olup,
diinyada oOnemli bir kismi insan beslenmesinde kullanilmaktadir (Koyci, 2006;
Ilkdogan, 2008). Diinya 2014 yili verilerine gore; 42.335.442 ha’lik alandan,
82.554.422 milyon ton kanola iiretimi gerceklestirilmis olup, 195 kg/da’lik verim elde
edilmistir (Anonymous, 2014). Ulkemizde de 32.133 ha’lik bir alandan, 110.000 ton’luk
tiretim ve 342 kg/da’lik verimle, yag bitkileri arasindaki yerini almaktadir (Anonim,
2014).

Klasik metotlarla, kanola 1slaht ¢ok zaman alan maliyetli bir ¢alisma
gerektirmektedir. Ancak, klasik kanola 1slah yontemlerine biyoteknolojik yontemlerin
monte edilmesiyle yeni bir kanola g¢esidi 1slah etmek daha kisa siirede ve daha az
maliyetle miimkiin olabilmektedir. Bu yontemler ile ayrica, yeni 1slah edilen ¢esitlerin
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikliliginin belirlenmesi daha kolay ve etkili
olabilmektedir. Son zamanlarda kanola bitkisinde yapilan biyoteknolojik ¢aligmalarla
yag kalitesi yiiksek degisik stres faktorlerine dayanikli yeni gesitlerin ticari olarak
piyasaya siirlilmesi miimkiin olabilmistir (Lu et al., 2011). Ancak, biyoteknolojik
yontemler ¢ok yogun doku kiiltiirii calismalar1 ve etkili bitki rejenerasyon protokolleri
gerektirmektedir. Kanolada gen transferi ve doku kiiltiirii ile ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmasina ragmen, bugiine kadar ki ¢alismalar yalnizca sinirh sayidaki cesit lizerine
yogunlagsmistir (Maheswari et al., 2011). Yapilan gen transferinin kanoladaki tezahiirii
ise ancak doku kiiltiirii yontemleri ile test edilebilmektedir (Rezai et al., 2013). Doku
kiiltiiri ortamlarinda meristem, siirgiin ucu, sap ince hiicre tabakasi, sap kesimi,

kotiledon, hipokotil, yaprak diskleri, kokler ve bogumlardan hizli c¢ogaltim

1



yapilabilmektedir. Direkt eksplanttan rejenerasyon meydana getirilmesi, bitkinin
genetik yapisinda herhangi bir degisiklik olusturmadig: i¢in, bu bitkiden daha sonra
yapilacak bilimsel c¢alismalarin dogruluk payinin artmasmma da Onemli Kkatki

saglayacaktir (Maheswari et al., 2011; Rezai et al., 2013).

Kanola ile ilgili ¢alismalar yapan bir¢ok arastirici; kanola bitkisinde hizli
rejenerasyon yeteneginin, bitki 1slahinda istenen karakterlerin aktarilmasinda dnemli bir
metot olarak ortaya konuldugunu belirtmisler ve in vitro sartlarda hizli bir sekilde
gelisen ve rejenere olan kanola gesitlerinin vejetasyon siirelerini 30-60 giin gibi kisa bir
siirede tamamlayabildigini vurgulamislardir. Bu durumun normal tarla sartlarinda 6
ayda yetistirilebilen kanola ile karsilastirildiginda 6nemli bir avantaj olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Koh and Loh, 2000). Bu sekilde hizli gelisen kanola gesitleri genetik
molekiiler biyoloji, bitki islahi, hiicre biyolojisi ve fizyolojisi arastirmalarinda
kullanildiginda ¢ok genis aralikta c¢alisma imkani1 saglayacaktir. Hizli gelisme
yeteneginin  kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasiyla doku kiltiiri  ve biyoteknoloji
calismalarinda farkli karakterlerin kisa zamanda ortaya ¢ikmasina sebep olabilecektir.
Biitlin bu nedenlerle, bizim ¢alismamizda; lilkemizde yaygin olarak iiretimi yapilan iki
farkli kishik ticari kanola (Brassica napus L.) c¢esitlerinden alinan farkli bitki
pargaciklarinin, in vitro rejenerasyonunda degisik hormon kombinasyonlarinin etkisi
belirlenmeye calisilmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler, daha sonraki tarla ve
biyoteknolojik ¢aligmalara esas ve gelecekte yapilabilecek 1slah caligmalarinin da

temelini teskil edebilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Klasik ¢ogaltma yontemlerinden tamamen farkli bir yapiya sahip olan doku
kiiltiirleri aslinda bir ¢ogaltma yontemidir. Bitki doku kiiltiirleri sayesinde, modern 1slah
yontemleri diye adlandirilabilen; viriisten temiz (ari) materyal elde edilmesi, vejetatif
cogaltma, genetik materyalin muhafazasi, embriyo kiiltiirti, anter kiiltiirti, kallus kiiltiiri,
degisik hiicre kiiltiirleri ve protoplast kiiltliri gibi mikrogogaltim yontemlerinin bitki

1slahinda kullanilmasi miimkiin olmustur (Arslan, 1985; Kumlay, 2005).

Lazzeri et al. (1987) soya fasiilyesinde yaptiklari somatik embriyo ¢aligmasinda,
gelismemis zigotik embriyo ve kotiledonlardan MS ortaminda NAA, 2,4 — D, BAP ve
IBA kullanarak somatik embriyo elde etmislerdir. Bu ¢alismada, oksin ve tiirevlerinin

daha verimli oldugunu gézlemlemislerdir.

Zhang and Bhalla (1999) in vitro sartlarda, 7 farkli kanola g¢esidinden alinan
kotiledon, hipokotil ve kok eksplantlarinin siirglin olusturma durumlarini incelemisler
ve calisilan biitiin gesitlerin siirgiin olusumuna olumlu tepki verdiklerini, eksplantlar

icinde ise, kok eksplantinin rejenerasyona en iyi cevap verdigini tespit etmislerdir.

Xue et al. (2000) dort Brassica napus ve alti Brassica juncea g¢esidinin hipokotil
eksplantlarmi 2.0, 3.0 ve 4.0 mg L™ BA ve 2.0, 4.0 ve 6.0 mg L™ KIN ile birlikte 0.6
mg L™ NAA veya 1.0 mg L™ NAA igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Cesitler,
ortam kombinasyonlar1 ve bunlar arasindaki interaksiyonlar énemli bulunmustur. Elde
edilen sonuglara gore; siirgiin gelisimi i¢in optimum ortamin, MS ortamina ilave edilen

2-4mgL" BA + 0.6 mg L™ NAA igeren kombinasyonunun oldugu belirlenmistir,

Khan et al. (2002a) kanolada yaptiklar1 bir ¢alismada, in vitro sartlarda
yetistirdikleri fidelerden hipokotil eksplantlar1 kullanarak, BAP, NAA, IAA ve 2,4-D
hormonlarinin farkli konsantrasyonlarin1 kullanarak Bs besi ortaminda siirgiin ve kallus
rejenerasyon yeteneklerini belirlemislerdir. Calisma sonucunda; 2.0 mg L™ BAP +0.5
mg L™ TAA’ dan en fazla siirgiin olusumunun gdzlendigini, en etkili koklenmenin yari
katt MS ortaminda 0.250 mg L™ IBA + 0.125 mg L™ TAA’dan meydana geldigini rapor

etmislerdir.



Khan et al. (2002b) Dunkeld kanola g¢esidinin hipokotillerinin alt ve {ist
kisimlarimi eksplant kaynagi olarak kullanarak, in vitro sartlarda morfogenesis igin
farkli Bitki Biiyiime Diizenleyicisi (BBD) ve AgNO;3 kullanmislardir. En yiiksek siirgiin
rejenerasyon oraninin (%96) BBD eklenmis MS ortamindan alindigi, ortamda glimiis
nitrat bulunmamasinin bitkilerin rejenerasyon potansiyelini %50 gibi belirgin oranda
diistirdiigii, aynm1 ortamda eksplantlarin periyodik olarak alt kiiltiire almanin, ¢oklu
siirglin rejenerasyonuna sebebiyet verdigini belirtmislerdir. /n vitro’da gelistirilmis
siirgiinlerin, 0.250 mg L™ IBA ve 0.125 mg L™ IAA ile desteklenmis yar1 katt MS
ortamina aktarildiklarinda, koklendirmede %100 oraninda basari elde edildigini

gbzlemlemislerdir.

Zhang and Bhalla (2004)’nin yaptiklari ¢alismada, 7 farkli kanola c¢esidi
kullanilmig ve Rainbow ¢esidinin in vitro rejenerasyona en iyi tepki verdigini
belirlemislerdir. 3.0 mg L™ BAP + 0.2 mg L™ NAA + 0.01 mg L™ giberellik asit
konsantrasyonlarinda Rainbow ¢esidinin kotiledon eksplantlarindan %55 oraninda bitki

rejenerasyonu ve her bir eksplanttan 2.47 adet siirgiin elde etmislerdir.

Jonoubi et al. (2004) Iran’da yaptiklari bir arastirmada, kanola bitkisinden
hipokotil eksplantlarni Thidiazuron (0.15 ve 0.30 mg L™) ve BA (1.5, 3.0 ve 45 mg L’
'y’ igeren ortamlarda 7, 14 ve 21 ginliik siirelerle inkiibasyona tabi tutmuslar ve
rejenerasyon yeteneklerini test etmisleridir. Calisma sonucunda en iyi slirgiin
rejenerasyonunu 4.5 mg L™ BA + 0.3 mg L™ Thidiazuron igeren ortamlardan elde
edilmistir. Arastiricilar, eksplantlarin inkiibasyonda tutulma stirelerinin, bitkiciklerin
rejenerasyon yeteneklerini yiiksek oranda etkiledigini ortaya koymuslardir. 21 giinliik
inkiibasyon siiresinin daha iyi rejenerasyon verdigini ve eksplantlarm 2.0 mg L™ IBA
igeren besi ortamina aktarilmalar1 halinde ¢ok sayida koklenme meydana geldigini rapor

etmislerdir.

Akasaka-Kennedy et al. (2005) kanolada yaprak eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu liizerine bir calisma yiirlitmiislerdir. Arastirmacilar baslangigta 3
genotipte, icinde AgNO;3; eklenmis besi ortaminda 6nemli 6lgiide siirglin olusumunun
gerceklestigini gozlemlemislerdir. Sonradan 48 genotipi daha incelemisler, silirglin

rejenerasyonun ¢ok genis varyasyon oldugunu fark etmislerdir. Siirgiin olusum oraninin



%0 ve %100 arasinda degistigini, eksplant basna diisen tomurcuk sayisinin 7.5 adet
oldugunu rapor etmislerdir. Yaprak eksplantindan olusan siirglin rejenerasyonunun,

kotiledon eksplantina gére, %28 daha fazla oldugunu saptamislardir.

Ali et al. (2007) kanolada yaptiklari bir ¢alismada Star, Westar ve Cyclon
cesitlerini, eksplant kaynagi olarak hipokotil ve kotiledon yapraklarini kullanmisglar, en
Iyi reaksiyonun hipokotil eksplantlarindan alindigin1 gézlemlemislerdir. Calisma
sonucunda; 0.5 mg Lt 2,4-D, AgNO3; ve BAP konsantrasyonlarinda Star cesidinde
hipokotil ve kotiledon yapraklarindan %96-98 oraninda en iyi siirgiin rejenerasyonun
gerceklestigini rapor etmislerdir. Elde edilen siirgiinler daha sonra koklendirme
ortamlarina alinmis ve en iyi sonuglar yar1 kati MS ortamina ilave edilen 0.3 mg L™
IBA konsantrasyonundan, %90 oranla Westar c¢esidinden elde ettiklerini rapor

etmislerdir.

Kamal et al. (2007) calismalarinda Sarigol, Quantum ve Option 500 gesitlerinin
kotiledon yapraklari, hipokotil ve kok gibi farkli bitki eksplantlar1 kullanarak BAP,
NAA, KIN, 2,4-D, AgNOs, IBA ve sukrozun farkli konsantrasyonlarini iceren besi
ortamlarina aktarmiglardir. Calismada kanolanin morfogenetik potansiyelinin geside,
eksplant kaynagina, hormon kombinasyonlarina ve besi ortami konsantrasyonlarina
bagli oldugunu gostermislerdir. Hipokotil ve koklerle mukayese edildiginde
kotiledonlarin yiiksek oranda rejenerasyon yetenegine sahip oldugunu belirlemislerdir.
En 1yi rejenerasyon kapasitesi Quantum cesidinde goriilmiis; bu c¢esidin kotiledon
eksplantlar1 ile yapilan bitki rejenerasyon testinde kullanilan biitiin ortamlardaki
rejenerasyon yeteneginin % 68.8’e kadar ulagtigini fark etmislerdir. Besi ortamina ABA
ilavesi rejenerasyon oranini biiyiikk oranda arttirmis, ancak en yiiksek siirgiin
rejenerasyonun (%100) kiiltiir ortamima 1.0 mg L™ NAA, 8.0 mg L™ BAP ve 3.0 mg L™
ABA igeren hormonlar ilave edildiginde kotiledon eksplantlarindan elde edildigini rapor

etmislerdir.

Ghnaya et al. (2008) Jumbo, Drakkar, Pactol ve Cossair ¢esitlerinin hipokotil ve
yaprak sapi eksplantlarimi kullanarak, siirgiin olusum yeteneklerini incelemislerdir. 4
cesit arasinda Jumbo ve Drakkar ¢esitlerinin, Pactol ve Cossair ¢esitlerine gore

rejenerasyon oranlarinin daha yiiksek olduklarini rapor etmislerdir. Arastiricilar, Jumbo



¢esidinin; 0.3 mg L™ NAA + 3 mg L' BAP konsantrasyonlarda, hipokotil
eksplantlarindan en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu (%46.7) oranini ve siirgiin sayisini

(7.50 adet) verdigini bildirmislerdir.

Burbulis et al. (2008) Litvanya’da yiiritmiis olduklar1 bir ¢alismada, farkli
kiiltiir ortamlarmin ve eksplant kaynaklarinin kigslik kanola gesitlerinin yanal siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisini arastirmiglardir. Calismada BAP, NAA veya Zeatin ve
2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarini kullanmislardir. Siirgiin rejenerasyonunda %0-37.5
arasinda degisen oranlarda genis bir varyasyon gozlemlemisler ve bitki bagina 0-3.8
adet tomurcuk sayisini elde etmislerdir. Genellikle kotiledondan elde edilen kallusten
gelistirilen siirglinlerin, hipokotilden elde edilenlere gore daha yiiksek oranda
rejenerasyon orani verdigini, buna karsin hipokotilden elde edilen kallusten gelistirilen
bitkiciklerin, bitki basina daha yiiksek bogum sayis1 verdigini gozlemlemisler, en iyi
sonuclart 4.0 mg L™ BAP ve 0.05 mg L* NAA iceren besi ortamlarndan elde

etmislerdir.

Munir et al. (2008) farkli ortam kombinasyonlari kullanmak suretiyle kanola
cesitlerinin  hipokotillerinden kallus olusumu ve bitkicik rejenerasyonunu test
etmiglerdir. Calismalarinda, 4 farkli kanola ¢esidi (Dunkeld, Oscar, H-19 ve Rainbow)
kullanilmis, eksplantlardan 6nce kallus olusturulmus ve kallusler daha sonra 10 farkli
bitki rejenerasyon ortamina aktarilmiglardir. Bitki rejenerasyon ortamlarinda; en yiiksek
rejenerasyon orant 1.0 mg L IAA + 1.0 mg L™ Zeatin igeren ortamdan elde edilmis,
bunu 2.0 mg L™t BAP + 1.0 mg L™ KIN iceren ortam takip etmistir. Calisilan dort cesit
arasinda, Oscar cesidinin oldukga yiiksek oranda rejenerasyon gosterdigini, buna kargin

Rainbow c¢esidinin en diisiik rejenerasyon kapasitesinin oldugunu ifade etmislerdir.

Burbulis et al. (2009) Litvanya’da yaptiklari ¢alismada, hipokotillerden ve tek
bogum kesimlerinden elde edilen siirgiinlerin rejenerasyon kabiliyetlerini test
etmiglerdir. Calismada 10 ¢esit kullanilmis; c¢esitler arasinda en iyi silirglin gelisimi
Valesca ¢esidinin hipokotil eksplantlarindan elde edilmis, buna karsin Insider, Siska ve
Kazimir H. cesitlerinin tek bogum kesimleri ise daha iyi siirgiin gelisimi
gostermiglerdir. Siirgiin rejenerasyon etkinliginin biiyiik oranda kullanilan eksplant

tipiyle alakali oldugunu gérmiisler: Tek bogum kesimlerinden elde edilen rejenerasyon



oranlarin1  Casino ¢esidinde %25.78, Libea c¢esidinde ise %385.11 olarak tespit
etmiglerdir. Disaridan BBD ilavesinin hem hipokotilden hem de sap pargalarindan
stirgiin olusumunu uyardigini, ancak kullanilan hormonlarin etkilerinin her ¢esit icin
farkli oldugunu gozlemlemislerdir. BAP sitokinini SW Celcius, Silvia ve Siska
cesitlerinin hipokotillerinden en etkin siirgiin rejenerasyonu verdigini, buna karsin 10
cesidin ancak 7’sinin tek bogum kesimlerinden siirgiin rejenerasyonu elde edilebildigini
belirtmislerdir. BAP ve NAA hormon kombinasyonlarinin Insider, Kazimir, Valesca ve
Casino ¢esitlerinin hipokotillerindeki siirgiin olusum oranini énemli bir sekilde artirdigi,
ancak tek bogum kesimlerinden sadece Casino ve Liprima c¢esitlerinden siirgiin

rejenerasyonlarinin elde edildigini vurgulamislardir.

Burbulis et al. (2010) kislik kanola ¢esitlerinin hipokotil ve sap pargalarindan
alman eksplantlardan siirgiin rejenerasyonunda cesit ve biiyiime diizenleyicilerinin
etkilerini belirlemek igin bir caligsma yiirlitmiislerdir. Hipokotillerden elde edilen
sirglinler %0 ile %26.0 oraninda rejenere olurken, sap parcaciklarindan alinan
eksplantlardan %38.7 ile %100 oraninda siirgiin rejenerasyonu oldugunu tespit
etmislerdir. Ug kanola cesidinden (Maskot, Terra H, Ability) hipokotil eksplantlarindan
en yliksek siirgiin rejenerasyonu gerceklesirken, Sponsor cesidinden ise sap
parcaciklarindan alinan eksplantlardan, en iyi siirgiin rejenerasyonu gozlemlemislerdir.
4.0 mg L BAP + 0.05 mg L™ NAA hormon kombinasyonunda; Maskot ve Terra H
cesitlerinden alinan hipokotil eksplantlarindan, Campino ¢esidinden alinan sap pargacik
eksplantlarindan ise, en etkili siirgiin rejenerasyonunun oldugunu bildirmislerdir. BAP
sitokinini g¢alisilan 11 kanola g¢esidinden 10’nun sap kesimlerinde basarili bir siirgiin
rejenerasyonu bildirmislerdir. Rejenere olan bitkicikleri, daha sonra 0.1 mg L™ NAA
konsantrasyonunda basarili bir sekilde koklendirmislerdir. Arastiricilar, kishk kanola
cesitlerinin molekiiler genetik ¢alismalarinda ve in vitro seleksiyon denemelerinde

yarayish bir ara¢ olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Khan et al. (2010) kanolada yiiriittiikleri bir ¢alismada, 6 farkli ¢esidin farkl
BAP, NAA ve AgNOs; konsantrasyonlart MS ortamina ilave edilmis ve buradaki kallus
olusumunu miiteakip siirgiin gelisimi belirlenmeye c¢alisilmistir. Kallusten sonra en

uygun bitki rejenerasyonunda hormon kombinasyonu 2.5 mg L™* BAP, 0.1 mg L™ NAA



ve 2.0 mg L AgNO; konsantrasyonlarindan elde edilmistir. K6k olusumunda en uygun

rejenerant 0.5 mg L™ NAA uygulanmasindan Tori-7 cesidinden elde edilmistir.

Bano et al. (2010) ¢ farkli hardal (Brassica juncea) ¢esidinin kullanildigi bir
calismada; oksin olarak NAA ve IAA, sitokinin olarak BAP ve Kinetin
fitohormonlarinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Kallusten sonra en yiiksek
siirgiin olusumunun ise (%22.31) 3.0 mg L™ BAP + 0.3 mg L* NAA ve 3.0 mg L™
Kinetin + 0.3 mg L IAA igeren ortamda belirlenmistir. En yiikksek rejenerasyon
etkinliginin ise 3.0 mg L' BAP + 0.3 mg L' NAA iceren ortamlarda oldugu

goriilmiistir.

Zeynali et al. (2010) yaptiklar1 ¢alismalarda, kanola bitkisinden elde edilen
somatik embriyolarda ¢esit ve BBD’nin etkisini belirlemislerdir. Yaptiklar1 ¢calismada
iki farkli kanola ¢esidi, hipokotil ve kotiledon olmak iizere iki farkli eksplant kaynagi,
in vitro sartlarda somatik embriyo olusturma potansiyelini test etmeye calismiglardir.
Calismada NAA, 2,4-D ve BAP hormonlarini kullanmislardir. Arastiricilar, Talayeh
c¢esidinin, RGS003 ¢esidine gore daha fazla somatik embriyo meydana getirdigini ve
rejenerasyon kabiliyetinin diger ¢eside gore daha onemli oldugunu fark etmislerdir.
Ayrica, Talayeh ¢esidinden elde edilen somatik embriyogenesiste en etkin ortamin %2.0
sukroz, 6.0 mg L™ sodyum klorit, 3.0 mg L™ BAP, 2.0 mg L* NAA ve 2.0 mg L™ 2,4-D
iceren modifiye MS ortaminin oldugunu ve somatik embriyogenesiste en uygun

eksplant pargasinin hipokotil eksplantlari olduklarini bildirmislerdir.

Alam et al. (2013) Banglades’te kanola bitkisinde en uygun rejenerasyon
sistemini gelistirmek amaciyla bir aragtirma yiirtitmiislerdir. Caligmalarinda hipokotil ve
petiol iceren kotiledon yapraklarindan embriyojenik kallus olusumu yoluyla bitki
rejenerasyonu gerceklestirmislerdir. Kallus olusumundan sonraki siirgiin gelisiminde
30 mg L BAP + 0.1 mg L' NAA igeren besiyerinin en uygun oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica, en fazla siirgiin sayisiida 5.0 mg L™ AgNO; + 0.5 mg L™
Kinetin igeren ortamdan elde etmislerdir. In vitro’da rejenere olan kanola bitkiciklerinin
stirglinleri 2.5 mg L NAA ve 1.0 mg L™ IBA iceren ortamlarda en iyi gelismis kok

sistemleri meydana getirmislerdir.



Tarinejad et al. (2013) kanolada yaptiklar: bir ¢alismada, hipokotil eksplantlar
kullanmak iizere; 4 farkli kanola c¢esidi (Talaye, Okapi, Hyola 401 ve RGS003),
aydinlik ve karanlik sartlarda olmak tizere 3 farkli inkiibasyon siiresi, 7 farkli besi
ortami ve 4 farkli eksplant kaynagi kullanmislardir. Calisma sonucunda Hyola 401
¢esidinin 0.1 mg L™ NAA ortaminda, 10 giinliik eksplant siiresinde en yiiksek
rejenerasyon oranina (%55) sahip oldugu ve RGS003 cesidinin ise 0.1 mg L™ NAA +
0.5 mg LY KIN ortammnda, 10 giinlik eksplant siiresinde %46.65 oraniyla
rejenerasyonun gerceklestigini  kaydetmislerdir. 15 giinliik inkiibasyon siiresinin

altindaki siirelerin, rejenerasyona daha iyi cevap verdiklerini tespit etmislerdir.

Tarinejad (2013) kanola bitkisinin farkli fizyolojik yastaki kotiledon
eksplantlarin1 degisik BBD olan ortamlarda kiiltire almistir. Calisma sonucunda
RGS003 ¢esidinin 0.01 mg L™ BAP ile 6n muameleye tabi tutulmus, 4 giinliik kotiledon
yapraklarinin %64 ile en yliksek rejenerasyon orani verdigini saptamistir. Ayrica, 1.5
cm’den uzun maksimum siirgiin sayis1 (6.91 adet) 0.5 mg L™ BAP i¢eren ortamdan elde
edilirken, 1.5 cm’den kisa olan en fazla siirgiin sayis1 0.01 mg L™ BAP iceren ortamdan
elde edilmistir. Mikro ¢ogaltima verdigi olumlu tepki ve yliksek rejenerasyon yetenegi
nedeniyle en uygun c¢esidin RGS003 oldugu ve bu ¢esidin daha sonraki gen transfer
caligmalarinda ve agronomik &zelliklerin belirlenmesinde kullanilabilecegi vurgusu

yapilmistir.

Rezaei et al. (2013) dort kislik ve {i¢ yazlik kanola ¢esidinin kotiledon ve
hipokotil eksplantlarini BAP + NAA kombinasyonunda AgNO; varliginda veya
yoklugunda direkt siirglin rejenerasyonuna tabi tutmuslardir. En yiiksek siirgiin
rejenerasyonu ve siirgiin sayist SLM046 ve PF-7045 cesitlerinin kotiledon
eksplantlarindan 0.1 mg L™ NAA igeren ortamdan alinmus, buna karsin RGS003 ve
Opera gesitlerinin hipokotilleri 1.0 mg L™ NAA igeren ortamda en yiiksek degeri
vermistir. Ayrica, ortama AgNO; ilavesi incelenen biitiin ¢esitlerin siirgiin

rejenerasyonunda 6nemli bir sekilde etkili olmustur.

Rani and Srivastava (2014) kanola bitkisinin in vitro sartlardaki rejenerasyon
yetenegini farkli besi ortamlarinda test etmislerdir. Arastiricilar; en yliksek rejenerasyon

oranini (%100) ve direkt siirgiin olusumunu 3.0 mg L™ BAP iceren ortamda sap disk



eksplantlarindan elde etmislerdir. Sap disk eksplantlar1 2.0 — 4.0 mg L™ BAP iceren
ortamda, herhangi bir kallus olusumu gostermeden 14. gilinden sonra siirgiin
olusturmaya baglamiglardir. Olusan stirglinler daha sonra 0.5 mg L IBA iceren 1/2 MS

ortaminda kok olusumuna birakilmis olup, kaliteli kokler elde edilmistir.

Gerszberg et al. (2015) lahanada (Brassica oleracea var. capitata) yiiriittiikleri
bir arastirmada; in vitro’da, 8 c¢esit lahana (Zora, Brunswicka, Ula, Ditmarska,
Kamienna glowa, Amager, Slawa of Enkhuizen ve Replika), 2 farkli eksplant kaynagi
(hipokotil ve kotiledon) kullanilarak, kallus ve organogenesis olusumlarini
kaydetmislerdir. Hipokotil eksplatlarindan kallus olusumunun daha yiiksek oldugunu
rapor etmislerdir. Amager ¢esidinin, diger ¢esitlere gore siirgiin ve tomurcuk sayilari
(7.50 adet) bakimindan, daha ileride oldugunu bildirmislerdir. 8.8 uM BAP + 0.53 uM
NAA hormon kombinasyonunda, en yiiksek siirgiin rejenerasyon oranina %88.80 sahip
oldugunu belirtmislerdir. En etkili koklenmenin ise, 5.37 uM NAA ortaminda test

etmislerdir.

Khalil et al. (2015) Pactol ¢esidinin, musir bitkisi gibi sicak iklim sartlarina en
uygun ¢esit oldugunu belirterek, bu ¢esidin in vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunu
test etmislerdir. Arastiricilar direkt siirgiin rejenerasyon c¢alismalarinda hipokotil
eksplanti kullanmiglar en iyi siirgiin rejenerasyon orant (%88.30) ve maksimum siirgiin
sayisini (10.5 adet) 0.45 mg L™ Thidiazuron + 3.0 mg L™ BA ve 0.1 mg L™ NAA igeren
ortamdan elde edildigini rapor etmislerdir. indirekt siirgiin rejenerasyon ¢alismalarinda
ise en 1yi siirgiin rejenerasyon orant (%73.75) ve maksimum siirgiin sayisini (7.38 adet)
0.15mg L 24D +1.0mgL™"BA ve 0.5 mg L™ NAA igeren ortamdan elde edildigini
rapor etmislerdir. Calisma sonucunda sSu stresine dayanikli yeni g¢esitlerin
tiretilebilecegini ve genetik ¢aligmalara 151k tutabilecek yeni bir adim olusturabilecegi de

ortaya konulmustur.

Lone et al. (2016) kanola bitkisinde once kallus olusturmuslar, daha sonra
kallusden siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. Calisma sonucunda 5.0 mg L™ BAP ve
05 mg L?* 24-D iceren MS ortamlarnin GSL-1 cesidinde en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu gerceklestirdikleri ve farkli konsantrasyonlarda uygulanan hormonlar

arasindaki farkin istatistiki anlamda 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

Calismada Tiirkiye’de yaygin olarak tiretimi yapilan Elvis ve Californium kislik

kanola gesitleri kullanilmigtir.
3.2. Metod

Tohumlar, agar ortamina (MS ortami) ilave edilerek ¢imlenmesi saglanmis ve

buradan da elde edilen ¢imlenmis tohumlardan; hipokotil, kotiledon ve siirgiin ucu

eksplantlar1 alinmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kanola tohumlarmin; petri kaplar1 ve kavanozlarda ¢imlendirilmesi
3.2.1. Cahismada Kullamlan Alet, Ekipman ve Malzemelerin Sterilizasyonu:

Bitki eksplantlarinin konulacagi cam tiipler ve besi ortamlarinin hazirlanmasinda
kullanilan saf su 121°C’de 15 dak. tutulmak suretiyle sterilize edilmistir. Petri kaplari,
bisturi, pens ve diger malzemelerde aliiminyum folyaya sarilarak 180-200°C’de 3 saat
siireyle etiivde tutulmak suretiyle sterilize edilmislerdir. Steril ¢caligma kabini (laminar
kabin)’nin i¢i ¢alismaya baslamadan 6nce %70’lik etil alkol ile silinmis, ¢alismadan 30

dakika once steril kabin ¢aligtirilarak ortam sterilizasyonu saglanmistir.
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3.2.2. Cahsmada Kullanillan Kanola Cesitlerinin ve Bitkisel Materyalin

Hazirlanmasi:

Kanola tohumlar: bir beher igerisinde yikanip temizlenmis, daha sonra yine bir
beher igerisinde seyreltik ¢amasir suyu igerisinde tutularak kap makro ve mikro
organizmalardan armdirilmistir. Deterjanla muamele edilen tohumlar distile su
deterjandan arindirilarak ve bir sire %70’lik etil alkol igerisinde tutularak
mikroorganizmalardan arindirilmistir. Alkolle muamele edilen tohumlar, ticari sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi (%20’lik) icerisinde bir siire tutulduktan sonra distile su ile birkag
dakika 5-6 kez yikanarak alkolden ve sodyum hipokloritten armndirilmigtir. Islak olan

tohumlar kurutma kagitlari tizerine birakilarak, sularinin iyice alinmasi saglanmaistir.

3.2.3. Bitki Rejenerasyonu I¢in Doku Kiiltiirii Ortamlarimin Hazirlanmas: ve

Sterilizasyonu:

Murashige ve Skoog (1962) tarafindan ortaya konulan MS ortami i¢in gerekli
olan makro ve mikro elementler ile organik bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve
bunlardan gerekli miktarlar alinarak MS ortam1 hazir hale getirilmistir. Siirgiin gelisim
ortamlart igin %5 sukroz ilave edilerek iyice ¢oziinmesi saglanmis, ortamin pH’1 5.6-
5.8’¢ ayarlanarak steril ¢ift distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanmistir. pH
ayarlandiktan sonra %8 agar ilave edilerek, ¢ozelti kaynama noktasina yakin bir degere
kadar 1sitilip agarin ortamda tortu ve kalinti birakmayacak sekilde c¢oziinmesi
saglanmistir. Daha sonra cam balon igerisinde bulunan besi ortamlari otaklavda
121°C’da 15 dakika tutulduktan sonra hafifce sogutulmus, cam balon disaridan
dokunulacak bir sicakliga diistiigiinde (yaklasik 40-50°C) ise tiiplere aktarilmistir. Bitki
bliylime diizenleyicileri (hormonlar) sicakliga hassas olduklarindan 0,2 pM
miliporlardan gegirilerek ortama ilave edilmislerdir (Cizelge 3.1). Hormon ilavesinden
sonra cam balonda bulunan besi yerleri donmadan her bir kavanoza 20-25 ml besi

ortami1 konularak tiiplerde katilagsmalar1 beklenmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilmis bitki biiyiime diizenleyicileri ve konsantrasyonlari

Bitki bilyiime diizenleyiciler ve konsantrasyonlar (mg L™
Kaynaklar
Ortamlar BAP I1AA KIN NAA
T0 1.0 x MS ortam1 (kontrol) Tiim kaynaklar
T1 3.0 - - - Zeynali et al.,2010
T2 - 1.0 - - Munir et al., 2008
T3 - - - 1.0 Kamal et al., 2007
T4 2.0 - 1.0 - Munir et al., 2008
T5 2.0 - - 0.1 Burbulis et al., 2009
T6 2.0 0.1 - - Munir et al., 2008

3.2.4. Cahiymada Kullamlan Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Fonksiyonlari:

Benzil Amino Piirin (BAP): Kanola gesitlerinin doku kiiltiirii uygulamalarinda
direkt siirgiin olusumu, somatik embriyogenesis ya da kallus olusumdan sonra, yeni
bitki gelisimi ve rejenerasyonu i¢in kullanilan en énemli hormonlardir (Burbulis et al.,
2009). Hiicre boliinmesinde etkili olan, yaslanmayi geciktiren, organ olusumu ve
gelisimine katkida bulunan ve yanal siirgin olusumunu tesvik eden hormonlardir

(Budak ve ark., 1994; Kaynak ve Ersoy, 1997; Kumlay ve Eryigit, 2011).

Kinetin (6-Furfurylaminopurine=KIN): Bitki dokularinda 6zellikle hiicre
boliinmeleri sirasinda ortaya ¢ikan ve sitokinin yapisindaki organik maddelerdir.
Cimlenen tohumlardan, akan oOzlerden ve gen¢ meyvelerden izole edilmislerdir.
Yapraklarda niikleaz ve proteaz olusumunu engelleyerek protein yikimini 6nledikleri ve
bu yolla yaslanmay1 geciktirdikleri bilinmektedir. Doku kiiltiiri ortamlarinda kallus
olusumu ve daha sonra bitki gelisimine katkida bulundugu belirlenmistir (Kumlay,
2005; Kumlay ve Eryigit, 2011).

Indol-3-Asetik Asit (IAA): Bitki hormonu olan oksin biitiin yiiksek bitkiler
tarafindan sentezlenir ve en ¢ok bulunan oksin formu ise Indol-3-asetik asit (IAA)’tir.
Arastiricilar IJAA’nin dogal olarak olusan tek oksin oldugunu belirtmiglerdir. Dogal
oksinler daha ¢ok tepe tomurcuklari ve yapraklardan meydana gelirler ve bitkide
tepeden asagiya dogru inerler. [AA bitkinin biiylime gdsteren ug¢ kisimlarinda (koleoptil
ucu, tomurcuk, yaprak ve kok ucu) olduk¢a fazla bulunmaktadir. Apikal dominansta,

tropikal tepkilerde, vaskiiler doku olusumunda, yaprak veya meyve dokiilmesinin
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Onlenmesinde, etilen sentezinin uyarilmasinda, ¢igeklenmenin engellenmesi ve
tesvikinde ve adventif kok gelisimini saglamada etkilidirler (Kumlay, 2005; Kumlay ve
Eryigit, 2011).

Naftalen Asetik Asit (NAA): Oksin grubu biiyiime diizenleyicisi olup,
hiicrelerin genisleyip biiylimesine sebep olan doku gelisimi ve kdk olusumunu tesvik
eden kimyasal bilesiklerdir. Oksin grubu diger hormonlarda oldugu gibi NAA de 1518a
duyarli olup, 1sikta inaktive olabilmekte ve bunun sonucu olarak hiicre biiyilimesi
yavaslamakta, fototropizm olarak bilinen bitkilerin tek tarafli 1siklandirilmalarinda 1s18a
yonelme olayma neden olabilmektedir. Doku kiiltiirii ortamlarinda kallus olusumu ve
strgiin gelisimini tegvik ettikleri gorilmustir (Kumlay, 2005; Kumlay ve Eryigit,
2011).

3.2.5. Hazirlanan Eksplantlarin Besi Ortamlarina Aktarilmas: ve Inkiibasyon:

Petri kablar1 ve kavanozlarda bulunan, MS ortaminda ¢imlendirilmis
tohumlardan elde edilen hipokotil, kotiledon yapraklar1 ve siirgiin ucu eksplantlart steril
kabin igerisine alinmis, daha once etiivde steril edilmis cam petri kaplari igerisinde steril
bir bisturi yardimiyla kesilip alinmig ve icerisinde besi ortami olan tiiplere
aktarilmiglardir (Sekil 3.2). Her bir tiip igerisine 4 adet eksplant konulmustur. Eksplant
konulmus tiipler 16 saat aydinlik sartlarda 24 + 2°C’de ve 8 saat karanlik 18 + 2°C’de,
2000 liiks 151k yogunlugundaki fotoperiyot sartlarina alinmiglardir.

Sekil 3.2. Hazirlanan eksplantlarin besi ortamlarina aktarilmasi
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3.2.6. Verilerin Elde Edilmesi:

Arastirma laboratuvar kosullarinda siirdiiriilmiistiir. Gozlemler; eksplantlarin,
besi ortamlarina alinmasindan itibaren, 6 haftalik bir siireci kaplamistir. Daha sonra bu
stirec sonunda, agronomik o6zellikler kaydedilmis ve veriler asagidaki gibi

olusturulmustur.

1. Ilk siirgiin verme giin sayis1 (giin): Biiyiitme kabinine alinmis bitkicikler, 3
giinde bir kontrol edilerek, ilk siirgiin verme giin sayisi1 olarak kaydedilmistir (Sekil
3.3).

2. Siirgiin meydana getiren eksplant oram (bitki canl kalma orami) (%): Her
ortama konulan bitkicikler tespit edilerek, bunlardan canli kalan bitkicikler oran olarak
kaydedilmistir (Sekil 3.4).

3. Siirgiin uzunlugu (mm): Besi ortamina konulan eksplantlarin siirgiin vermesi
tespit edilerek, 6 hafta sonundaki siirgiin uzunlugu elektronik kumpas yardimiyla
Olctilerek, mm olarak belirlenmistir (Sekil 3.5).

4. Yan dal sayis1 (adet): Bitkilerin hasadi sirasinda siirgiin iizerinde bulunan yan
dallar belirlenerek, adet olarak kaydedilmistir.

5. Bogum sayis1 (adet): Bitkilerin hasadi sirasinda siirglin {izerinde bulunan
bogumlar sayilarak adet olarak kaydedilmistir (Sekil 3.6).

6. Bogum araligi (mm): Bitkilerin hasadi sirasinda siirgiin iizerinde bulunan
bogumlar arasi mesafe cetvel yardimiyla 6lgtlilerek mm olarak belirlenmistir.

7. Yaprak alami1 (mm?): Hasat edilen bitkicigin iizerinde bulunan yapraklardan 4
tanesi tesadiifi olarak secilmis (dortten az olan yapraklarda hepsi sayilmis) ve kumpas
yardimiyla yapragin eni ve boyu 6l¢iilerek, mm? olarak kaydedilmistir.

8. Kok uzunlugu (mm): Siirgiin iizerinde bulunan kdklerden 10 tanesi tesadiifi
secilmis (10°’dan az olan koklerde hepsi sayilmis), uzunluklar1 cetvelle Olciilmek
suretiyle mm olarak kaydedilmistir.

9. Kok sayis1 (adet): Siirgiin iizerinde bulunan kokler sayilarak bitki basma kok
sayis1 adet olarak kaydedilmistir.

10. Bitki yas agirh@ (mg): Hasat edilen tam bitki, agardan arindirildiktan sonra

hassas terazi ile tartilarak, mg birimiyle yas agirlik olarak belirlenmistir.
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11. Bitki kuru agirh@r (mg): Hasat edilen tam bitki agardan arindirilip, etiivde

kurutulmaya tabi tutulmus, sonra hassas terazi ile tartilarak, mg birimiyle kuru agirlik

olarak belirlenmistir.

Sekil 3.3. Siirgiin verme giin sayilarinn (giin) belirlenmesi

Sekil 3.4. Bitki canli kalma oranlari (%) ’nin belirlenmesi
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Sekil 3.5. Siirgiin uzunlugu (mm)’nun ol¢tilmesi

Sekil 3.6. Bogum sayisi (adet)’nin belirlenmesi
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3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi:

Arastirmamizin ana hatlarini teskil eden uygulamalar asagida detayli bir sekilde

verilmistir:
1. Calismamizda Elvis ve Californium kislik kanola ¢esitleri kullanilmistir.

2. Hipokotil, kotiledon yapraklar1 ve siirglin ucu olmak tizere 3 farkli eksplant

kaynagi degerlendirmeye alinmistir.

3. Bitkilerin rejenerasyonunda bir tanesi hormonsuz (%5 sukroz igeren) kontrol
ortami ve 6 farkli hormon kombinasyonu olmak iizere, toplam 7 besi ortami

kullanilmistir.

4. Buna gore calisma “Tesadiif Bloklarinda Béliinen Boliinmiis Parseller Deneme
Deseni’ne gore 2 gesit, 3 farkli eksplant kaynagi ve 7 farkli besi ortami uygulamaya
alinmisg, ayrica her uygulamadan 3 tekerriir yapilarak degerlendirilmistir. 2 g¢esit X 3
eksplant kaynag1 x 7 besi ortami1 x 3 tekerriir= 126 tiip degerlendirmeye tabi tutulmus,
gerekli gozlem ve degerlendirmeler bu 126 tiip lizerinde yapilmistir (Sekil 3.7).

5. Incelenen ozelliklere ait verilerin Istatistiki Analizleri; Tesadiif Bloklarinda
Béliinen Boliinmiis Parseller Deneme Desenine gére TARIST Istatistik Programi’nda

yaptlmistir.  Ortalamalarin ~ karsilastirilmasinda LSD  ¢oklu karsilagtirma  testi

kullanilmistir.

sjelojalie

Sekil 3.7. Bitki biiylitme odasinda (iklim odasi) gdzlemlerin kaydedilmesi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Siirgiin verme giin sayisi (giin)

Farkli  kanola  g¢esitlerinde  eksplant  kaynaklar1  iizerine, = hormon
konsantrasyonlarinin etkisinin incelendigi bu ¢alismada, yapilan istatistiki analizi
sonucunda; ¢esit, eksplant, ortam ve bunlar arasindaki tiim interaksiyonlar, siirgiin
verme giin sayis1 izerine etkisi, istatistiki olarak ¢ok onemli (p<0.01) olmustur (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola ¢esitlerinin siirgiin

verme giin sayisina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 94.29**
Hata-1 2 0.15
Eksplant (b) 2 639.74**
Cesit X Eksplant (axb) 2 61.54**
Ortam (c) 6 105.70**
Cesit x Ortam (axc) 6 14.24**
Hata-2 8 0.40
Eksplant x Ortam (bxc) 12 29.83**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 6.23**
Genel 53
V.K. (%): 6.98

**: %1 seviyesinde onemli, * : %5 seviyesinde énemli

Aragtirmanin siirgin verme giin sayist ile ilgili bulgular1 Cizelge 4.2°de
belirtilmistir. Farkli kanola ¢esitlerinden Californium cesidi daha erken siirgiin vermeye
baglamis (11.21 giin) bunu Elvis ¢esidi (12.94 giin) takip etmistir. Eksplantlardan
slirglin ucu eksplanti en erken siirglin vermeye baslamis olup (7.95 giin), bunu hipokotil
(12.55 giin) ve kotiledon (15.71 giin) eksplantlar1 takip etmistir. Besi ortamlarinda ise,
en erken silirglin olusumu; 1.0 mg L™ NAA iceren ortamdan elde edilmis (7.28 giin),
bunu 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA (11.56 giin) ve 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™
IAA igeren ortamlar (11.56 giin) ile takip etmistir. Kontrol ortaminda ise siirgiin en geg
olusmaya baslamistir (14.39 giin). Interaksiyon incelendiginde en erken siirgiin verme
giin sayisi ile Californium gesidinin siirgiin ucundan 1.0 mg L™ NAA igeren ortamdan

elde edilmis (4.33 giin), bunu yine Californium ¢esidinin siirgiin ucu eksplanti, 2.0 mg
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L BAP + 1.0 mg L™ Kinetin ortaminda (5.33 giin) ve kontrol (5.67 giin) ortaminda

vermistir.

Kamal et al. (2007) Quantum ¢esidinin kotiledon eksplantlarinin BAP ve NAA
iceren ortamlarda tutulmasi durumunda, 13. ve 18. giinler arasinda ilk siirgiiniin
meydana geldigini tespit etmislerdir. Buna karsin, Burbulis et al. (2008)’in NL-611
¢esidinin hipokotil eksplantinin ii¢ kanola ¢esidi ilizerinde yaptiklari arastirmada, ilk
siirgiin verme giin sayis1 (10. giin) 4.0 mg L™ BAP + 0.05 mg L™ NAA ortaminda, elde
etmislerdir. Yine Burbulis et al. (2009) tarafindan 10 farkli kanola ¢esidinde
yiiriittiikleri bir ¢alismada, 4.0 mg L BAP + 0.05 mg L™ NAA ortaminda Valesca
cesidinin hipokotil eksplatlarindan, 14. giinden sonra ilk siirgiin gdézlemlenmeye
baglanmistir. Bu durumun kanola c¢esitlerinin morfogenetik potansiyelinden, eksplant
kaynaklarindan, hormon konsantrasyonlar1 ve bunlarin kombinasyonlarindan
kaynaklanmaktadir (Kamal et al. 2007; Burbulis et al. 2009; Kumlay, 2014).Benzer
caligmalar kanolanin farkl gesitlerinde ilk siirgiin verme giin sayis1 olarak; Munir et al.
(2008) 2. hafta i¢inde ve Khan et al. (2009) ilk kallus olusumundan (6.02 giin) sonraki

ikinci hafta iginde oldugunu belirten farkli arastirmacilar tarafindan da kayda gegmistir.
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4.2. Bitki canh kalma orani (%)

Kanola gesitlerinde hormon konsantrasyonlarinin etkisinin incelendigi bu
calismada, yapilan istatistiki analiz sonucunda bitkiciklerin canli kalma orani; cesitler,
eksplantlar ve ortamlar arasindaki fark ile bunlar arasindaki ikili ve ti¢lii interaksiyonlar

¢ok onemli (p<0.01) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola gesitlerinin bitki

canlilik oranlarina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklar S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 1116.07**
Hata-1 2 14.88
Eksplant (b) 2 4062.50**
Cesit x Eksplant (axb) 2 312.50**
Ortam (c) 6 358.80**
Cesit x Ortam (axc) 6 97.55**
Hata-2 8 59.52
Eksplant x Ortam (bxc) 12 98.38**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 75.23**
Genel 53

V.K. (%): 8.99

**: %1 seviyesinde onemli, * : %5 seviyesinde énemli

Aragtirmada bitkilerin canli kalma orani ile ilgili verileri incelendiginde; en
yiiksek bitki canli kalma oran1 Californium ¢esidinde %90.47 olarak, bunu Elvis ¢esidi
%84.52 orantyla takip etmistir. Eksplantlardan siirgiin ucu eksplanti en fazla bitki canli
kalma oram1 gostermis (%97.61), bunu hipokotil (%86.90) ve kotiledon (%77.97)
eksplantlar1 izlemistir. Ortamlara baktigimizda en yiiksek bitki canlilik oran1 1.0 mg L™
NAA ortamindan elde edilmis (%95.83), bunu 3.0 mg L™ BAP (%90.27) ve 2.0 mg L™
BAP + 0.1 mg L™ NAA (%87.50) ortamlari takip etmistir (Cizelge 4.4).
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Interaksiyon incelendiginde ise, en yiiksek bitkilerin canli kalma orani tiim
hormon ortamlarinda %100 oraniyla Californium c¢esidinin siirgiin ucu eksplantinda
oldugu saptanmustir. Bunu Elvis ¢esidinin siirgiin ucu eksplanti yine %100 oraniyla

IAA, BAP, NAA ve BAP + NAA ortamlar takip etmistir (Cizelge 4.4).

Uliaie et al. (2008); farkli kislik kanola ¢esitlerinde yiiriittiikleri bir arastirma
sonucunda, rejenerasyon i¢in en uygun ortamin 3.0 mg L BAP + 0.15 mg L NAA
iceren ortam oldugunu belirlemislerdir. Al-Naggar et al. (2010) bes farkli kanola
cesidinden, Serw 4 c¢esidinin silirglin rejenerasyonuna en olumlu tepki veren cesit
oldugunu ayrica, en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun 4.0 mg L™ benzil adenin (BA)
ilave edilmis, MS ortaminda kotiledondan iiretilmis kiltiirlerden elde ettiklerini
bildirmislerdir. Burbulis et al. (2010); tarafindan 11 kanola iizerinden, 4.0 mg L™ BAP
+ 0.05 mg L™* NAA ortaminda sap pargaciklarindan, %100 canlilik orantyla Sponsor
¢esidinde gozlemlemislerdir. Hussain et al. (2014); ¢ farkli kanola g¢esidinin,
hipokotillerinden direk siirgiin rejenerasyonunda Wester (%87.60), Con-1 (%84.40)
cesitlerinin, Pakola (%54.20) ile kiyaslandiginda daha yiliksek rejenerasyon orani
verdigini belirlemislerdir. Rani and Srivastava (2014); Kanola bitkisinde yaptiklar1 bir
arastirmada, en yiiksek rejenerasyon oranini (%100) ve direkt siirglin olusumunu 3.0 mg
L™ BAP igeren ortamda sap disk eksplantlarindan elde ettiklerini bildirmislerdir. Yine
Khalil et al. (2015); Pactol kanola ¢esidinin Misir sartlarina en uygun ¢esit oldugunu,
hipokotil eksplantlarmin en yiiksek canli kalma oramm (%88.30) 0.45 mg L™*
Thidiazuron + 3.0 mg L™ BA ve 0.1 mg L™ NAA igeren ortamda verdigini rapor
etmiglerdir. Kanolada daha 6nce yapilan ¢alismalarda Kamal et al. (2007) %100, Ali et
al. (2007) %96-98, Burbulis et al. (2008) %95.80, Munir et al. (2008) %70.83 ve
Burbulis et al. (2009) %85.11 canli kalma oranlari tespit etmislerdir.

4.3. Siirgiin uzunlugu (mm)

Cizelge 4.5’te goruldiigii gibi siirglin uzunlugu parametresine ait varyans analiz
sonuglar1 verilmistir. Varyans analiz sonuglarina gore cesitler, eksplantlar ve hormonlar
ile ikili ve ii¢li interaksiyonlar arasindaki fark istatistiki olarak ¢ok 6nemli (p<0.01)

bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola g¢esitlerinin siirgiin

uzunluguna ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 1359.83**
Hata-1 2 0.82
Eksplant (b) 2 3422.43**
Cesit x Eksplant (axb) 2 407.96**
Ortam (c) 6 356.85**
Cesit x Ortam (axc) 6 151.50**
Hata-2 8 2.24
Eksplant x ortam (bxc) 12 85.60**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 72.89**
Genel 53
V.K. (%): 4.61

**: 001 seviyesinde onemli, * : %5 seviyesinde onemli

Cesitlerden Elvis ¢esidinin ortalama siirgiin uzunlugu 25.04 mm, Californium
¢esidinin ise 18.47 mm olarak Ol¢iilmistiir. Eksplantlardan siirgiin ucu eksplantt 31.13
mm ile en uzun siirgiin uzunlugu kaydedilmis olup, bunu 21.01 mm ile hipokotil ve
13.13 mm ile kotiledon eksplanti izlemistir. Ortamlara bakildiginda en uzun bitkicikler
2.0 mg L*BAP + 1.0 mg L KIN kombinasyonundan (31.62 mm) elde edilmis, bunu
2.0mg L"'BAP + 0.1 mg L™ IAA (20.66 mm), 1.0 mg L NAA ve 1.0 mg L™ IAA (her
ikiside 20.31 mm) takip etmistir (Cizelge 4.6).

Interaksiyon incelendiginde Californium cesidinin siirgiin ucu eksplant1 2.0 mg
L™ BAP + 1.0 mg L™ Kinetin ortaminda en uzun bitkicikleri vermis (47.15 mm), bunu
Elvis ¢esidinin siirgiin ucu eksplant: 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ Kinetin (44.33 mm)
ve Californium ¢esidinin siirgiin ucu eksplantt 1.0 mg L™ NAA ortamlari (41.19 mm)

takip etmistir (Cizelge 4.6).

Genel anlamda Elvis ¢esidinin ve siirgiin ucu eksplantinin diger ¢esit ve
eksplantlara gore daha On plana ¢iktigi goriilmektedir. Xue et al. (2000) kanola
bitkisinde yiriittiikkleri bir ¢alismada; siirgiin gelisimi i¢in optimum ortamin, MS

ortamma ilave edilen 2 — 4 mg L? BA + 0.6 mg L™ NAA igeren kombinasyonun
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oldugunu belirtmiglerdir. Khan et al. (2002a) kanolanin in vitro fidelerinden aldiklar
hipokotil eksplantlarindan en uzun siirgiinleri (45-55 mm) 2.0 mg L™ BAP +0.5 mg L™
IAA ortaminda saptamislardir. Munir et al. (2008) Oscar kanola ¢esidinin hipokotil
eksplantlardan, 2.0 mg LY BAP +1.0 mg L* KINve 1.0 mg L* IAA + 1.0 mg L™ ZT
ortamlarinda, en uzun siirgiinler (30-40 mm) alindigin1 rapor etmislerdir. Tarinejad et
al. (2013) Hyola 401 ¢esidinin sap kesimi eksplantlarindan 0.1 mg L™ NAA ortaminda,
35 mm uzunlugunda siirgiinler elde edildigini bildirmislerdir. Daha onceki literatiir
calismalarinda belirtilen bu sonuglar bizim ¢alismamizla benzerlik arzetmektedir. Yine
Lone et al. (2016) yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda, GSL-1 kanola ¢esidinde 5.0 mg L™
BAP ve 0.5 mg L™ 2,4-D iceren MS ortamlarinin, en yiiksek siirgiin rejenerasyonu
gerceklestirdiklerini ve farkli konsantrasyonlarda uygulanan bu hormonlar arasindaki

farkin istatistiki anlamda 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.
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4.4. Yan dal sayisi (adet)

Yan dal sayist verilerinin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.7°de belirtilmistir.
Varyans analiz sonuglarina gore gesitler, eksplantlar, ortamlar ve bunlar arasindaki ikili

ve Ug¢lii interaksiyonlar istatistiki olarak ¢ok 6nemli (p<0.01) bulunmustur.

Cizelge 4.7. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola gesitlerinin yan dal

sayisina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 0.29**
Hata-1 2 01.17
Eksplant (b) 2 35.34**
Cesit X Eksplant (axb) 2 3.74**
Ortam (c) 6 6.06**
Cesit x Ortam (axc) 6 5.84**
Hata-2 8 0.49
Eksplant x ortam (bxc) 12 1.15**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 0.82**
Genel 53
V.K. (%): 24.12

**: %1 seviyesinde 6nemli, * : %5 seviyesinde énemli

Yan dal sayis1 bakimindan en fazla sayis 3.21 adet ile Elvis ¢esidinden alinmus,
bunu 3.11 adet ile Californium c¢esidi takip etmistir. Eksplant ortalamalarina gore
stirglin ucu ekplant1 en fazla yan dal sayist (4.10 adet) vermis, bunu hipokotil (3.12
adet) ve kotiledon (2.26 adet) eksplantlar1 izlemistir. Bitki biiylime diizenleyicileri
yoniinden incelendiginde en fazla yan dal sayisi; 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ KIN
kombinasyonundan (3.94 adet) elde edilmis, bunu 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA
(3.67 adet) ve 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ TAA (3.17) kombinasyonlari takip etmistir
(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8’in incelenmesinden goriilebilecegi gibi, interaksiyona bakildiginda
en fazla yan dal sayis1 Californium ¢esidinin siirgiin ucundan 1.0 mg L™t NAA iceren
ortamdan (7.00 adet) elde edilmis, bunu Californium ve Elvis gesitlerinin siirgiin ucu
eksplant1 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA ortami (5.00 adet) ve Californium cesidi,
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siirgiin ucu ve hipokotil eksplant1 2.0 mg L™* BAP+ 0.1 mg L™ IAA (4.67 adet) takip

etmistir.

Elde edilen sonuclarin cesitlere, eksplantlara ve ortamlara gore farkliliklar
gosterdigi goriilmektedir. Ortamlara bakildiginda hormonlarin tek bagina kullanimindan
ziyade, sitokinin + oksin kombinasyonunun belirgin bir sekilde yan dal sayisini artirdigi
goriilmektedir. Bu durum kombinasyonlarin tek kullanimlardan daha etkili oldugunu
belirten Kumlay (2014)’1n ¢alismasiyla ve bazi arastirmalarla benzerlik arzetmektedir.
Zira, Zhang and Bhalla (2004)’nin ¢alismasinda in vitro rejenerasyona en iyi tepki veren
kanola gesidinin Rainbow oldugunu ve 3.0 mg L™ BAP, 0.2 mg L™ NAA ve 0.01 mg L’
! giberellik asit iceren ortamdan eksplant basina 2.47 adet yan dal elde ettiklerini
bildirmislerdir. Burbulis et al. (2009) 4.21 adet yan dal almislardir. Yine benzer sekilde
Burbulis et al. (2010) kanola sap eksplantlarini 4.0 mg L™ BAP ortaminda inokiile
etmisler ve eksplant basina 3.90 adet yan dal aldiklarin1 bildirmislerdir. Ancak, degisik
tiir, ¢esit ve hormonlar1 kullanan diger arastirmacilarin ¢alismalarindan farkli sonuglar
almmistir. Khan et al. (2010) calisilan biitiin kanola gesitlerinde siirgiin rejenerasyon
oranl ve siirgiin sayisi yoniinden kotiledon ve hipokotillerin diger eksplantlarla
kiyaslandiginda en iyi tepki veren eksplantlar oldugunu belirtmislerdir. Rezai et al.
(2013) dort kishik ve ti¢ yazlik kanola gesitlerini kullanarak yaptiklar1 bir ¢alisma
sonucunda, en yiiksek siirgiin rejenerasyonu ve siirgiin sayisi SLM046 VE PF-7045
cesitlerinin kotiledon eksplantlarindan 0.1 mg L NAA iceren ortamdan alinmasina
karsin, RGS003 ve Opera cesitlerinin hipokotilleri 1.0 mg L™ NAA iceren ortamda en
yiiksek degerini verdiklerini kaydetmisleridir. Yine Khalil et al. (2015) Pactol kanola
¢esidinin hipokotil eksplantlarni 0.45 mg L™ Thidiazuron + 3.0 mg L™ BA ve 0.1 mg
L™ NAA igeren ortamda inokiile etmisler ve 10.50 adet siirgiin elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Tarinejad (2013) 6.91 adet, Chikkala et al. (2009) 7.30 adet Ghnaya et al.
(2008) 7.50 adet, Khan et al. (2002a) 14.50 adet ve Khan et al. (2002b) 18.30 adet yan

dal sayis1 aldiklarini literatiirlerine eklemislerdir.
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4.5. Bogum sayisi (adet)

Bogum sayisi parametresine ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.9°da
belirtilmistir. Varyans analiz sonuglarina gore ¢esitler, eksplantlar ve ortamlar ile gesit X
ortam ve eksplant x ortam interaksiyonlar1 ¢ok énemli (p<0.01) bulunmus, buna karsin
cesit x eksplant ve g¢esit x eksplant x ortam interaksiyonlar1 ise, istatistiki olarak

O6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.9. Farkl1 eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola gesitlerinin bogum

sayisina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 0.20**
Hata-1 2 0.13
Eksplant (b) 2 9.63**
Cesit x Eksplant (axb) 2 0.01"™
Ortam (c) 6 0.87**
Cesit x Ortam (axc) 6 0.16**
Hata-2 8 0.14
Eksplant x Ortam (bxc) 12 0.15**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 0.11™
Genel 53
V.K. (%): 26.06

**: 01 seviyesinde dnemli, * : %5 seviyesinde onemli, ™: nemli degil

Cizelge 4.10’un incelenmesinden de goriilebilece8i gibi, c¢esit ortalamalar
bakimindan en yiiksek bogum sayisi Elvis ¢esidinden (1.67 adet) elde edilmis, bunu
Californium ¢esidi (1.58 adet) takip etmistir. Eksplantlardan siirgiin ucu eksplant1 en
yiksek bogum sayisini (2.03 adet) vermis, hipokotil (1.77 adet) ve kotiledon (1.09
adet) eksplantlar1 bunu takip etmistir. Ortamlar incelendiginde en yiiksek bogum sayisi
2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ IAA iceren ortamdan (2.06 adet) elde edilmis, bunu 1.0
mg L™ IAA ve 1.0 mg L™ NAA (her ikisi de 1.67 adet) ortamlari ile kontrol ve 2.0 mg
L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA (her ikisi de 1.61 adet) ortamlari takip etmistir.

Interaksiyona bakildiginda en fazla bogum sayisinin Elvis ve Californium
cesitlerinin siirgiin ucu eksplantlarindan 2.0 mg L™ BAP+ 0.1 mg L™ IAA ortamlarinda
(2.67 adet) gorildiugi, bunu Californium siirgiin ucu eksplantinin kontrol ortami (2.33
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adet) ile Elvis ¢esidinin siirgiin ucunun 1.0 mg L™ IAA ortamimin (2.33 adet) takip ettigi
belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Bilindigi gibi bitkilerin hizli ve etkin bir sekilde rejenerasyonunda en onemli
faktorlerden birisi bogum sayisidir. Bu nedenle in vitro rejenerasyonda bogum sayisinin
artirilmas1  hedeflenmektedir (Kumlay, 2014). Elde edilen bu c¢alismalar, kanola
bitkisinde daha once yapilan calismalarla benzerlik arzetmektedir. Burbulis et al.
(2008) kanola bitkisinin hipokotil eksplantlarindan olusturulan kallusten gelistirilen
stirgiinlerin, bitki basina yiiksek sayida bogumlar (3.80 adet) verdigini gdzlemlemisler
ve en iyi sonuglar1 4.0 mg L™ BAP ve 0.05 mg L? NAA iceren ortamlardan elde

etmislerdir.

Ancak, bazi durumlarda farkli sonucglar elde edildigi de rapor edilmistir.
Akasaka-Kennedy et al. (2005)’un kanola bitkisinin yaprak eksplantlarini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada; ortama AgNOs; ilavesinin kallus olusumunu 6nemli derecede
etkiledigini, bogum olusturma yilizdesini %90’a kadar yiikselttigini ve eksplant basina
bogum sayisini (6.00 adet) arttirdigini rapor etmislerdir. Gerszberg et al. (2015) Amager
lahana ¢esidinden alinan hipokotil eksplantlarini 8.88 uM BAP + 0.53 uM NAA igeren
ortamda en yliksek bogum sayis1 (7.50 adet) tespit etmislerdir.
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4.6. Bogum arahigi (mm)

Cizelge 4.11°deki analiz sonuglarina gore; gesit, eksplant ve ortam parametreleri
ile bunlar arasindaki ikili ve tgli interaksiyon farklari ¢ok o6nemli (p<0.01)

bulunmustur.

Cizelge 4.11. Farkl1 eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola ¢esitlerinin bogum

araligina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi

Cesit (a) 1 549.21**
Hata-1 2 0.43
Eksplant (b) 2 183.36**
Cesit x Eksplant (axb) 2 73.35**
Ortam (c) 6 38.83**
Cesit x Ortam (axc) 6 41.22**
Hata-2 8 0.35
Eksplant x Ortam (bxc) 12 25.79**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 27.00**
Genel 53

VK. (%): 7.41

**: 00l seviyesinde onemli, *: %5 seviyesinde onemli

Cesitler arasinda en genis bogum araligi; Elvis ¢esidinden (14.88 mm) elde
edilmis, bunu Californium ¢esidi (10.71 mm) takip etmistir. Eksplantlardan en genis
bogum araligi, stirgiin ucundan (15.17 mm) elde edilmis, bunu hipokotil (11.85 mm) ve
kotiledon (11.26 mm) eksplantlar1 takip etmistir. Ortamlardan, en genis bogum araligi,
3.0 mg L BAP’tan (15.72 mm) alinmus, bunu 1.0 mg L™ NAA (13.39 mm), 2.0 mg L™
BAP + 0.1 mg L™ NAA (12.59 mm) ve 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ KIN (12.38 mm)
ortamlari takip etmistir. Interaksiyon incelendiginde ise; Elvis siirgiin ucu eksplant1 3.0
mg L™ BAP ortami (21.85 mm) en genis aralig1 vermis, bunu Californium siirglin ucu
eksplant1 3.0 mg L™ BAP ortami (21.36 mm) ve Elvis hipokotil eksplant1 2.0 mg L™
BAP + 1.0 mg L™ Kinetin (21.35 mm) ortamlar takip etmislerdir (Cizelge 4.12).
Kanola in vitro calismalarinda, bogum araligi ile ilgili herhangi bir caligmaya
rastlanmamis, ancak Gnamien et al. (2010)’un yem karpuzu (Citrullus lanatus)
bitkisinde yaptig1 in vitro ¢alismada; bogum aralig1 hipokotil eksplantindan 1.0 mg L™
BAP igeren ortamindan (9.2 mm) elde edilmistir.
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4.7. Yaprak alam1 (mm®)

Cizelge 4.13’de gorildiigii gibi c¢esitler, eksplantlar, ortamlar ve bunlar
arasindaki ikili ve {g¢lii interaksiyonlar, yaprak alanini istatistiksel olarak ¢ok Onemli

derecede etkilemistir (p<0.01).

Cizelge 4.13. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola gesitlerinin yaprak

alanina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 2193.59**
Hata-1 2 4.90
Eksplant (b) 2 1500.34**
Cesit X Eksplant (axb) 2 13.18**
Ortam (c) 6 89.47**
Cesit x Ortam (axc) 6 238.29**
Hata-2 8 2.26
Eksplant x Ortam (bxc) 12 61.10**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 78.53**
Genel 53

V.K. (%):5.25
**: %1 seviyesinde 6nemli, * : %5 seviyesinde énemli

Cizelge 4.14 incelendiginde; ¢esitlerden Elvis ¢esidi, en genis yaprak alani
(25.78 mm?) olusturmustur. Eksplantlardan siirgiin ucunun 28.31 mm? ile 6n planda
oldugu, bunu hipokotil eksplant: (19.66 mm?) ve kotiledon eksplantinin (16.84 mm?)
izledigi kaydedilmistir. Ortamlar incelendiginde en yiiksek yaprak alami 1.0 mg Lt
NAA (24.87 mm?) ve 1.0 mg L™ IAA (24.65 mm?) iceren ortamlardan alinmis, bunu
kontrol (21.43 mm?) ortamu takip etmistir.

interaksiyona bakildiginda Elvis gesidinin siirgiin ucu eksplant: 2.0 mg L™ BAP
+ 1.0 mg L™ Kinetin ortamda en genis yapraklari vermis (42.65 mm?), bunu sirasiyla
Californium ¢esidinin siirgiin ucu eksplant1 (39.79 mm?) ve Elvis cesidinin hipokotil
eksplantinda 1.0 mg L* NAA ortaminda (39.14 mm?) takip etmistir. Arastirma
sonucunda; BAP + KIN ortamindan elde edilen yaprak alaninin, diger ortamlardan daha

fazla olmasi nedeniyle dikkati ¢ceken 6nemli bir husustur (Cizelge 4.14).
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4.8. Kok sayis1 (adet)

Farkli hormon kombinasyonlar1 uygulanan kanola ¢esitlerinden elde edilen kok
sayis1 degerlerine ait varyans analiz sonuclart Cizelge 4.15°de verilmistir. Cizelgede de
goruldiigli gibi; farkli gesitler, eksplantlar, ortamlar ve bunlar arasindaki ikili ve tiglii

interaksiyonlarin kok sayisina etkisi istatistiksel olarak ¢ok 6nemli olmustur (p<0.01).

Cizelge 4.15. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola ¢esitlerinin kok

sayisina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 12.07**
Hata-1 2 0.02
Eksplant (b) 2 16.96**
Cesit X Eksplant (axb) 2 3.17**
Ortam (c) 6 49.90**
Cesit x Ortam (axc) 6 9.76**
Hata-2 8 0.37
Eksplant x Ortam (bxc) 12 1.38**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 0.77**
Genel 53
V.K. (%): 22.78

**: %1 seviyesinde onemli, * : %5 seviyesinde énemli

Cizelge 4.16’dan anlagilabilecegi gibi; kanola ¢esitlerinde farkli hormon
konsantrasyonu uygulamalarindan tespit edilen kok sayisi, Elvis ¢esidinde daha fazla
(4.11 adet) olmustur. Eksplantlardan siirgiin ucu eksplanti en yiiksek kok sayis1 (4.48
adet) vermis, bunu hipokotil (3.71) ve kotiledon (3.21) eksplantlari izlemistir. Ortamlara
bakildiginda en fazla kok sayisi 1.0 mg L™ NAA igeren ortamdan elde edilmis (5.78
adet) ve 2.0 mg L BAP + 0.1 mg L™* NAA (5.28 adet) ortamlar: takip etmistir.

Interaksiyon incelendiginde; en fazla kok sayist Californium gesidinin siirgiin
ucu eksplantindan 1.0 mg L? NAA ortammda (8.00 adet) elde edilmis, bunu
Californium ¢esidinin siirglin ucu eksplant1 2.0 mg L™ BAP+ 0.1 mg L™ IAA ortamu
(6.67 adet) ve Elvis ¢esidinin siirgiin ucu ve hipokotil eksplantlar1 1.0 mg L™ NAA; 2.0
mg L BAP + 0.1 mg L™* NAA ortamlar1 (6.67’ser adet) takip etmistir (Cizelge 4.16).
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Calismada elde edilen bulgular ile diinyada farkli ¢esitler kullanilarak yiiriitiilen
calismada benzerlikler ve farkliliklar bulunmaktadir. Khan et al. (2002a) kanolada
yaptiklar1 bir arastirmada, en etkili koklenmenin yar1 katt MS ortaminda 0.250 mg Lt
IBA + 0.125 mg L™ IAA’dan olustugunu rapor etmislerdir. Chamandosti et al. (2006)
kanola bitkisinde yiiriittiikkleri bir c¢aligmada; en iyi kok gelisiminin, hipokotil
eksplantlarinin NAA ve IBA bulunan ortamlarda inokiile edilmesiyle elde edildigini,
sadece 1.0 mg L™ IBA kullanimimin bile %90 oraninda koklenmenin gerceklestigini ve
elde edilen kok sayisinin 8-9 adet arasinda degistigini rapor etmislerdir. Khan et al.
(2010) ise kok olusumunda en uygun ortamin, 0.5 mg L™ NAA oldugunu (11 adet)

tespit etmislerdir.

Bano et al. (2010) in vitro ortamda gelistirilen kanolada; en yiiksek koklenme
UCD-35 cesidinden (%53.50) ve hipokotil eksplantlarmim 3.0 mg L BAP + 0.5 mg L™
NAA ortaminda tutulmasiyla (%57.05) elde ettiklerini bildirmislerdir. Alam et al.
(2013) in vitro ortaminda rejenere olan kanola bitkiciklerinin siirgiinleri, 2.5 mg L™
NAA ve 1.0 mg L™ IBA igeren ortamlarda en iyi gelismis kok sistemlerini meydana
getirdiklerini rapor etmislerdir. Dar¢in et al. (2014) in vitro’da yetistirilen kanola
bitkisinde; kok gelisiminin, 1.5 mg L™ IBA igeren MS ortamunda (11.33 adet) kok
sayist ile daha etkili sonug verdigini tespit etmislerdir. Yapmis oldugumuz arastirmada,
elde ettigimiz kok sayilarimin diger calismalardan farkli olmasi, muhtemelen ¢esit ve

hormon kombinasyonlarin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
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4.9. Kok uzunlugu (mm)

Farkli hormon konsatrasyonlar1 uygulanan kanola cesitlerinden elde edilen kok
uzunlugu degerlerine ait varyans analiz sonuglart Cizelge 4.17° de verilmistir. Bu
cizelgede de goriildigii gibi; cesitler, eksplantlar, ortamlar ve bunlar arasindaki ikili ve
ticlii interaksiyonlarin kok sayisina etkisi istatistiksel olarak (p<0.01) seviyesinde

O6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.17. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola ¢esitlerinin kdk

uzunluguna ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 4.83**
Hata-1 2 0.25
Eksplant (b) 2 763.37**
Cesit X Eksplant (axb) 2 12.83**
Ortam (c) 6 340.18**
Cesit x Ortam (axc) 6 153.77**
Hata-2 8 0.43
Eksplant x Ortam (bxc) 12 36.48**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 76.09**
Genel 53
V.K. (%): 7.26

**: %1 seviyesinde onemli, * : %5 seviyesinde onemli

Cizelge 4.18’den goriilebilecegi gibi ¢esitlere bakildiginda; Elvis ¢esidinin en
uzun kokleri verdigi (13.78 mm), bunu ile Californium ¢esidinin takip ettigi (13.38 mm)
goriilmektedir. Eksplantlardan siirgiin ucu eksplantinin en uzun kokler meydana
getirdigi  (18.41 mm), bunu hipokotil (12.01 mm) ve kotiledon (10.33 mm)
eksplantlarinin takip ettigi gézlenmistir. Ortamlara bakildiginda en uzun kokler 2.0 mg
L™ BAP + 0.1 mg L™ TAA ortamindan elde edilmis (20,00 mm), bunu 1.0 mg L™ NAA
(19,53 mm) ve 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA (12.30 mm) ortamlarinin takip ettigi

gorilmektedir.

Interaksiyon incelendiginde, en fazla kok uzunlugu Californium ¢esidinin siirgiin

ucu eksplantindan 2.0 mg L™ BAP+ 0.1 mg L™ IAA igeren ortamdan (40.82 mm) elde
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edilmis, Californium ¢esidinin siirgiin ucu 1.0 mg L™ NAA ortam1 (34.44 mm) ve Elvis
¢esidinin siirgiin ucu 1.0 mg L™ NAA ortanu (21.67 mm) takip etmistir (Cizelge 4.18).

Kanola bitkisinin kok uzunlugu ve kok sayisi1 daha sonraki saksi, sera ve topraga
alistirma donemlerinde ¢ok o©nemli olup, bitkinin topraktan azami bir sekilde
faydalanmasini saglayan en onemli etkenlerdendir. Bu nedenle uzun, saglam ve ¢ok
sayida kok elde edilmesi 6nem arzetmektedir. Diinyada yapilan ¢alismalarda, in vitro
sartlarda kok sayisini ve uzunlugunu artirmak i¢in ¢aba gosterilmis, ancak farkli ¢esit ve

hormon ortamlarinda ¢ok farkli sonuclar elde edildigi rapor edilmistir.

Khan et al. (2002a) kanolada yiiriittiikleri bir aragtirmada; en etkili koklenmenin,
yar1 kat1 MS ortamma ilave edilen 0.250 mg L™ IBA + 0.125 mg L™ IAA’dan elde
edildigini rapor etmislerdir. Slesak et al. (2005) kanola hipokotil eksplantlarini 2.0 mg
L™ 2,4 D hormon ortaminda tutmuslar ve 10 giin sonunda %98 oraninda ve 5.0 mm
uzunlugunda koklenme elde ettiklerini bildirmislerdir. Khan et al. (2010) en iyi
koklenmeyi Tori-7 ¢esidinden 0.5 mg L™ NAA uygulamasindan elde etmislerdir.
Tarinejad et al. (2013) kanola hipokotil eksplantlarin1 2.0 mg L™ IBA ve 0.5 mg L™
BAP ortaminda tutarak 40 mm’den daha uzun kokler elde ettiklerini bildirmislerdir.
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4.10. Bitki yas agirh@ (mg)

Cesitler, eksplantlar, ortamlar ve bunlar arasindaki ikili ve {i¢lii interaksiyonlar

arasindaki fark istatiki olarak ¢ok 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola cesitlerinin bitki

yas agirligina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 3040.96**
Hata-1 2 334.91
Eksplant (b) 2 97047.93**
Cesit X Eksplant (axb) 2 2420.39**
Ortam (c) 6 35021.46**
Cesit x Ortam (axc) 6 7545.22**
Hata-2 8 73.08
Eksplant x Ortam (bxc) 12 5465.34**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 713.54**
Genel 53
V.K. (%): 8.13

**: 01 seviyesinde onemli, *: %5 seviyesinde onemli

Californium ¢esidinde, 120.08 mg ile en fazla bitki yas agirligi elde edilmistir.
Bunu Elvis ¢esidi, 110.25 mg ile takip etmistir. Stirglin ucu 168.04 mg ile ilk sirada yer
alirken, hipokotil 103.33 mg ve kotiledon 74.11 mg ile takip etmistir. BBD yoniinden en
fazla taze agirlik 2.0 mg L BAP + 1.0 mg L™ KIN (186.11 mg) ortaminda elde
edilmis, bunu 1.0 mg L™ NAA (162.78 mg), 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ IAA (114.50)
ve 2.0 mg L BAP + 0.1 mg L™ NAA (110.56 mg) ile takip etmislerdir. interaksiyon
bakimindan ele alindiginda; Californium c¢esidinin siirgiin ucu eksplantlar1 323.33 mg
ve 300.00 mg ile 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ Kinetin ve 1.0 mg I"* NAA ortamlarinda
on planda yer alirken, bunu Elvis ¢esidinin siirgiin ucu eksplant1 216.67 mg ile 1.0 mg
L™ NAA ortaminda takip etmistir (Cizelge 4.20). Daha énce yapilan cahismalara goz
attigimizda; Ali et al. (2007) kanola bitkisinin kotiledon eksplantlarindan en fazla bitki
yas agirhg 0.5 mg L 2,4 D + 2.0 mg L BAP + 5.0 mg L™ AgNOj3 igeren ortamdan
(2200 mg) elde ettiklerini bildirmislerdir. Abrha et al. (2013) tarafindan Etiyopya’da
Yellow Dodolla hardal gesidinin hipokotil eksplantlarini, 4 hafta boyunca 0.3 mg L™
IBA ortaminda tutmuslar ve 2000 mg bitki yas agirlig1 tespit etmislerdir.
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4.11. Bitki kuru agirhgi (mg)

Cizelge 4.21°de goriildigli gibi, cesitler, eksplantlar, ortamlar ve bunlar
arasindaki ikili ve iicli interaksiyonlar arasindaki fark ¢ok onemli (p<0.01) olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.21. Farkli eksplant kaynaklar1 ve besi ortamlarinda kanola ¢esitlerinin bitki

kuru agirhigina ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ortalamasi
Cesit (a) 1 77.08**
Hata-1 2 2.31
Eksplant (b) 2 850.56**
Cesit X Eksplant (axb) 2 9.35**
Ortam (c) 6 389.60**
Cesit x Ortam (axc) 6 55.67**
Hata-2 8 0.65
Eksplant x Ortam (bxc) 12 65.65**
Cesit x Eksplant x Ortam (axbxc) 12 4.03**
Genel 53

V.K. (%): 8.42
**: 001 seviyesinde onemli, * : %5 seviyesinde onemli

Californium ¢esidinde, 10.55 mg ile en yiiksek bitki kuru agirligi tartilmistir.
Bunu Elvis gesidi, 8.98 mg ile takip etmistir. Siirglin ucu, 14.76 mg ile ilk sirada yer
alirken, hipokotil 8.51 mg ve kotiledon 6.03 mg ile takip etmistir. Hormonlardan en
yitksek kuru agirhk 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ KIN ortami (18.49 mg)’ndan elde
edilmis, bunu 1.0 mg L™ NAA (12.09 mg) ve 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L™ NAA
(10.99) takip etmistir. Interaksiyon bakimindan ele alindiginda Californium ¢esidinin
siirglin ucu eksplantlar1 2.0 mg L BAP + 1.0 mg L KIN ortaminda (33.49 mg)
vermis, bunu Elvis ¢esidinin siirgiin ucu eksplant1 2.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ KIN
ortami (27.45 mg) ve Californium ¢esidinin siirgiin ucu eksplantt 1.0 mg Lt NAA
ortami (23.09 mg) takip etmistir (Cizelge 4.22). Calismada elde edilen bulgularla, bu
konuda yiiriitillen benzer arastirmalarda bitki kuru agirligi bakimindan farklilik
oldugunu sdyleyebiliriz. Zira, Abrha et al. (2013) en fazla bitki kuru agirliginin Yellow
Dodolla hardal ¢esidinin hipokotil eksplantlarmin 4 hafta boyunca 0.3 mg L™ IBA
iceren ortamda elde edildigini (220 mg) rapor etmislerdir.
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SONUCLAR ve ONERILER

Kanola doku Kkiiltiirii ortamlarinda meristem, siirgiin ucu, sap ince hiicre
tabakasi, sap kesimi, kotiledon, hipokotil, yaprak diskleri, kokler ve bogumlardan hizli
cogaltim yapilabildiginden ve direkt eksplanttan rejenerasyon neticesinde kanola
bitkisinin genetik yapisinda herhangi bir degisiklik olusmadigi i¢in ¢alismamizda direk
rejenerasyon uygulanmigtir. Bu durumun kanola bitkisi ile daha sonra yapilacak
bilimsel ¢aligsmalarin dogruluk payinin artmasina da vesile olacaktir.

Bu arastirmada, Elvis ve Californium kanola (Brassica napus L.) gesitlerinin
slirglin ucu, hipokotil ve kotiledon eksplantlari ile 7 farkli besi ortami (TO: %5 sukroz
igeren kontrol; T1: 3.0 mg L BAP; T2: 1.0 mg L™ IAA; T3: 1.0 mg L™ NAA; T4: 2.0
mg L BAP + 1.0 mg L™ KIN; T5: 2.0 mg L™ BAP + 0.1 mg L*NAA; T6: 2.0 mg L™
BAP + 0.1 mg L™ IAA) yer almustir. Varyans analizinde kullamilan degiskenlerin
onemlilik derecelerinin belirlenmesinde ¢esitler > eksplantlar > Bitki Biiyiime
Diizenleyiciler seklinde bir gruplandirma yapilmistir.

Calisma sonucunda ilk siirgiin olusum giin sayisinin 4.33 — 20.33 giin, bitki canli
kalma oraninin %75 - %100, siirgiin uzunlugunun 7.50 — 47.15 mm, yan dal sayisinin
1.00 — 7.00 adet, bogum sayisinin 1.00 — 2.67 adet, bogum araliginin 6.19 — 21.85 mm,
yaprak alanmin 10.77 — 42.65 mm?, kok sayisinin 1.33 — 8.00 adet, kok uzunlugunun
6.31 — 40.82 mm, bitki yas agirliginin 43.33 — 323.33 mg ve bitki kuru agirliginin 3.10

[

—33.49 mg arasinda degistigi goriilmektedir.

Cesitler bazinda incelendiginde Elvis ¢esidinin siirglin uzunlugu (25.04 mm),
yan dal sayis1 (3.21 adet), bogum sayis1 (1.67 adet), bogum aralig1 (14.88 mm), yaprak
alam (25.78 mm?), kok sayist (4.11 adet) ve kok uzunlugu (13.78 mm) ydniinden
Californium ¢esidine gore daha yiiksek degerler verdigi goriilmiistiir. Buna karsin,
Californium ¢esidi ise siirglin giin sayist (11.21 giin), bitki canli kalma oran1 (%90.47),
bitki yas (120.08 mg) ve kuru (10.55 mg) agirliklar1 yoniinden daha iyi sonug verdigi
goriilmiistiir. Elvis cesidinin ¢aligilan biitiin karakterler yoniinden 6n planda oldugu
dikkat cekmektedir. Daha sonra yapilacak doku kiiltiirii ¢alismalarinda bu ¢esidin farkl

ozelliklerinin in vitro olarak test edilmesinde fayda goriilmektedir.
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Eksplantlar bakimindan; siirgiin ucu eksplantinin bitki canli kalma oram
(%97.61), stirglin uzunlugu (31.13 mm), yan dal sayis1 (4.10 adet), bogum sayis1 (2.03
adet), yaprak alani (28.31 mm?), kok sayisi (4.48 adet), kok uzunlugu (18.41 mm), bitki
yas agirhig (168.04 mg) ve bitki kuru agirligi (14.76 mg) yoniinden daha 1yi sonuglar
verdigi dikkat ¢ekmektedir. Buna karsin hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan elde
edilen sonuclarin daha diigiik degerler verdigi, ancak hipokotil eksplantlarinin
kotiledonlara gére daha iyi rejenerasyon yetenegi gosterdigi gézlemlenmistir. Daha
sonra yapilacak c¢alismalarda daha iyi rejenerasyon yeteneginden dolayi siirgiin ucu
eksplantlarinin kullanilmasinin daha uygun oldugu, ikinci se¢enek olarak da hipokotil

eksplantlarinin kullanilabilecegi diistintilmelidir.

Ortamlardan ise en iyi siirgin rejenerasyonunun sitokinin + sitokinin
(BAP+KIN) igeren ortamlardan elde edilmesi dikkat ¢cekmekte, bu ortamlari sitokinin +
oksin (BAP+IAA ve BAP+NAA) kombinasyonlari takip etmektedir. Sadece NAA
oksini igeren ortamlar, tek basina BAP igeren Sitokinin ortamlarina gore, etkili sonuglar
verdigi belirlenmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda bu hormonlarin konsantrasyonlar1 ya
da kombinasyonlari ayarlanarak yeni ortamlarin elde edilmesi ve yeni bitki rejenerasyon
kiiltiirlerinin olusturulmasi miimkiindiir. Etkin ve iyi bir kok gelisimi i¢in ortama oksin
ilavesinin gerekliligi goriilmiis, ancak ortama herhangi bir hormon ilave edilmezse dahi
kok gelisiminin rahatlikla olabilecegi birgok calismada gosterilmistir. Buna karsin;
saksilarda, serada ve tarlada etkin ve hizli bitki canlilig1 i¢in kalin, uzun ve ¢ok sayida
kok gelisimine ihtiyag bulunmaktadir. Ciinkii kokler toprakta tutunmayi ve besin

maddelerinin etkin kullanimini saglayan en 6nemli organlardir.

Genel degerlendirme yapildiginda; Elvis ¢esidinin, silirglin ucu ve hipokotil
eksplantlarinin ve sitokinin + oksin kombinasyonlarinin etkin bir sekilde rejenere
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, kanola 1slahinda zamandan ve masraftan tasarruf ve
daha etkin bir seleksiyon igin erken islah agamalarinda in vitro caligmalarin 6nemi
acike¢a goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglarin daha sonraki asamalarda sera ve tarlada
test edilmesi de seleksiyon etkinligini artiracaktir. Ayrica, klasik 1slah ve genetik
miihendisligi yontemleriyle elde edilen yeni hat ve c¢esitlerin biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine dayanikliliginin doku kiiltiiri ortamlarinda test edilmesi ve ticari iiretime

sunulmasi da tasarruf saglayacaktir.
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