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In Vitro KOSULLARDA YERFISTIGI (Arachis Hypogaea) BITKiSINDE
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Yerfistigi (Arachis hypogaea) yiiksek eckonomik potansiyele sahip baklagiller
familyasindan yazlik tek yillik bir bitkidir. Bu tez ¢alisma kapsaminda Ege Tarimsal
Enstitlisiiniin yiiksek verim ve potonsiyele sahip yerfistig1 bitkisinin NC-7 hattina ait
farkli eksplantlart BAP hormon ile 15 giin boyunca 6n muamele edilmis olup MS
ortaminda beyaz LED 1sik altinda kiiltiire alinmistir. Tohumlarin sterilizasyon igin
%100 ¢camasir suyu (% 5NaOCI) 40 dk siire olarak uygulanmistir. On muamele gdrmiis
veya gérmemis tam embriyo, plumula, embriyonik eksen ve plumula+embriyonik eksen
eksplantlar1 0,25-3,0 mg/L BAP igeren MS ortamina kiiltiire alinmistir. Denemede 6n
muamele gormiis veya gormemis tiim eksplantlarda %100 kallus olusumu ve siirglin
rejenerasyonu kaydedilmistir. Ancak, 6n muamele gérmiis eksplantlardan 6n muamele
gérmemis eksplantlara gore daha fazla siirgiin olusumu goriilmiistiir. Eksplant basina en
fazla siirgiin 6n muamele gérmiis plumula eksplantlarindan 1,0 mg/L BAP ortamda
gozlemlenmistir. Eksplantlar kiyaslandiginda tim BAP bulunan ortamlar da en fazla
siirglin sayist ve siirgiin uzunlugu plumula eksplantindan elde edilmistir. Ancak,
ortamda BAP oranin artis1 ile tiim eksplantlardan elde edilen siirgiinlerde azlama
goriilmistiir. Elde edilen siirgiinler daha sonra 0,25-3,0 mg/L IBA’nin bulundugu
ortamlarda koklendirilmistir. Koklendirilmis bitkiler daha sonra torf iceren saksilara

aktarilmis olup, basariyla adaptasyon saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Embriyo, Embriyonik Eksen, Yerfistigi, Plumula, Rejenerasyon,



ABSTRACT
Ms Thesis

In Vitro SHOOT REGENERTION STUDY OF PEANUT (Arachis hypogaea)
Hiilya OZKAN

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Muhammad AASIM

January, 2016, 44 pages

Peanut (Arachis hypogaea) family leguminosae is an economically important annual
crop. The present study was designed to develop reliable and repeatable regeneration
protocol for promising penaut line Nc-7 of Aegean Agricultura Research Institute 1zmir
With or Preconditioning with BAP on MS medium under white LED lighting system.
Seed sterilization was done by using %100 commercial bleach (% 5 NaOCI) for 40 min.
Preconditioned or nonconditioned full embryo, plumular apices, embryonic axis or
plumular apicestembryonic axis explants were postconditioned on MS medium
containing 0,25-3,0 mg/ L BAP. 100% callus induction and shoot regeneration was
recorded on all explants irrespective of Preconditioning or nonpreconditioning.
However, Improved shoot regeneration from all preconditioned explants was noted
compared to regeneration nonconditioned explants. Maximum number of shoots per
explants was recorded on preconditioned plumule explants. postconditioned on MS
medium with 1.0 mg/L BAP. Comparing explants, maximum number of shoots per
explants and shoot length were recorded on preconditioned plumule explants. However,
increased BAP concentration in the medium resulted in decreased shoot length on all
explants. Regenerated shoots were rooted on MS medium containing 0.25-3.0 mg/L
IBA. Rooted plantlets were transferred to pots containing peat moss followed by

successful acclimatisation field conditions.

Key words: Embryo, Embryonic axis, Peanut, Plumule, Regeneration,
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZIiNi

Kisaltmalar Aciklama

°C Derece santrigrat

BAP 6Benzil AminoPiirin /benziladenine
HCI Hidroklorik Asit

IBA Indol 3 biitirik asit

NaOH Sodyum Hipoklorit

NaOCI Sodyum Hidroksit

MS Murashige ve Skoog Besi Ortami
TDZ Thidiazuron

2iP Izopentil adenin

KIN Kinetin

LED Light Emitting Diodes(isik veren diotlart)
PAR Photosyntheteic active radiation

(fatosentetik aktif radiasyon)

Simgeler Aciklama
uM Mikromol
Cm Santimetre
Dk Dakika
dSu Distile su
G Gram

L Litre

Mg Miligram
mi Mililitre



1. GIRIS

Tarim {riiniinden elde edilecek gelirin arttirtlmasi, farkli  mamiiller haline
getirilebilmesi ve bu islemler zincirinde kullanilan teknoloji paymin biiyiitiilmesi ile
olasidir. Yerfistig1 (Arachis hypogaea ) mamul olarak ¢esitlendirilebilecek, ekonomik
potansiyele sahip baklagiller familyasina ait yazlik tek yillik bitkidir (Kagmaz, 2006).
Meyvelerini toprak altinda meydana getirmesiyle diger bitkilerden farklilik gosterir.
Diinya ve Tirkiye’de yetisen yerfistiklar1 Virginia, Espanyol ve Valencia olmak {izere
baslica ii¢ grupta toplanmaktadir. Ulkemizde daha ¢ok Virginia tipi, yar1 yatik formlu
yerfistiklart agirlik kazanmaktadir (Akova, 2000).

Yer fistigmin pek ¢ok kullanim yeri olmakla birlikte genellikle insan gidasi, hayvan
yemi ve sanayinin ¢esitli alanlarinda kullanilir. Bilesimin de ortalama % 25 protein,
%46 yag, % 16 karbonhidrat ve % 5 mineral madde bulunur. Meyveleri fosforca zengin
aminoasitlerden olan “cystine” icermektedir. Ayrica, zengin bir B vitamini kaynagi olup
az miktarda A, C, D ve E vitaminlerini biinyesinde toplamaktadir (Woodrof, 1973). Yer
fistig1 yagi icinde % 46,8 oleic asit, %33,4 linoleic asit ve %10 palmitik asit ve diger
yag asitler olarak tearik asit, arakidik asit, arakidonik asit, behenik asit, lignokerik asit
de bulunmaktadir (Venkatachalam ve Kavipriya, 2012).

Yemeklik olarak kati ve sivi halde kullanildig1 gibi balik konserveciliginde, biskiivi,
pasta, sekerleme ve sabun yapiminda da kullanilir. Yerfistiginin kiispesi, ¢ok degerli bir
yem maddesidir. Ayrica, yerfistigt yesil aksami da hayvan yemi olarak
degerlendirilmektedir. Yerfistigt meyvelerinden tohumun g¢ikarilmasiyla geriye kalan
kabukta, % 6 - 7 ham protein, % 1 - 2 yag, % 60 - 67 ham lif, % 35 - 45 seliiloz, % 27 -
33 lignin ve % 2 - 4 kil bulunmaktadir. Bu nedenle yer fistigi kabuklari; sunta
yapiminda, yem dolgu maddesi olarak, mantar yetistiriciliginde, yakacak olarak, odun
yapiminda, yapay komiir yapiminda, sigir yetistiriciliginde, kiimes hayvanciliginda
altlik, kaba yem olarak ve malg olarak degerlendirilmektedir (Woodrof, 1973). Ayrica,
yerfistig1 diinyada yesil giibre, ortii bitkisi (Balkcom ve ark., 2007) ve kuru ot (Hill,
2002) olarak da kullanilmaktadir.



1.1. Yerfistiginin Yapisi

Bitki, 90-120 cm derine, 60-100 cm yanlara yayilan kazik kok sistemine sahiptir. Bir
baklagil oldugundan koklerinde Rhizobium bakterilerini tasiyan ve nodozite olarak
iIsimlendirilen yumrucuklarini tagir. Ana sap, yaprak ve yaprak koltuklarindan ¢ikan
cigekleri tasir. Bitki, 30-60 cm boylanir. Bitkinin geng devresinde sapin kesiti koseli ve
ici bostur. Olgunlasma devresinde sap silindirik bir yap1 gosterir. Yer fistig1 govdesi,
sap ve dallarin durumuna gére 3 form altinda gelisme gosterir. Yan dallar ana eksen
etrafinda bir daire seklinde yayilir. Sap, dal, yaprak ve ¢igekler toprak yilizeyine ¢ok
yakin veya toprak yiizeyine siirliniicii bir yap1 gosterir. Yatik ve dik formlar arasinda bir
gecis formudur. Ulkemizde genelde bu formlar yetistirilir. Sap ve buna bagli yan dallar
dikine biliylime gosterir ve yapraklar bilesiktir. Yaprakeik sayisi 4 ‘tiir ve yaprakeiklar
kisa bir sapla yaprak eksenine karsiliklt olarak baglanmistir. Yaprakciklarda
fototropizm vardir. Giindiiz agik olan yaprakg¢iklar gece karsilikli kapanirlar. Cigek agip
yumurta doéllendikten 10 - 12 giin sonra yumurtaligin altindaki meristem doku
¢ogalmaya baglar ve yumurtaligi ¢cevreleyen doku ile birleserek ginefor adi verilen bir
uzant1 olusturur. Bu organ geotropik olup, yumurtaligin havadan toprak igerisine
girmesini saglar (Isler, 2015).

Isik fotosentez mekanizmasi nedeniyle bitkilerin gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir. Dalga
halinde hareket eden ve foton tanecigi adi verilen birimden olugmus enerji
paketcikleridir. Isigin dalga boyu degistikce rengi de degisir. Ornegin uzun dalga
boylart kirmizi 15181 olustururken, kisa dalga boylu 1smnlar mor O6tesi 1sinlar
olusturur. Bitkiler, cesitli dalga boyundaki 1518a kars1 insanlardan farkli bir duyarliliga
sahiptir. Insan gozii tarafindan goriilebilen 15181n sadece bir kismi, yani 400 ile 700 nm
arasinda dalga boyuna sahip olan 1giklar bitkilerin biiylimesine (fotosentez) yardimci
olur. Buna PAR alani denir. (PAR = Fotosentetik Aktif Radyasyon). Giin 151gimnin
kiiresel radyasyonu yaklasik % 45'i1 400 ile 700 nm arasindadir. Yani, kiiresel
radyasyonun yaklagik % 45'i PAR’ dur. Bir 1sik kaynagmm bitkilerin biiyiimesinde
etkili olmasi i¢in, miimkiin olan en fazla elektrik enerjisinin PAR'a doniistiiriilmesi
gerekir. LED yapay 1sik kaynaklarindan en son bulunandir. P ve N tipi yar iletken
katmanlar (Led cipi), yansitict yiizey ve iletken alanlar bir LED’in yapisini olusturur.

LED’in hangi renkte 151k yaymas: isteniyorsa galyum, arsenit, alliminyum, fosfat,



indiyum, nitrit gibi kimyasallardan belirli 6lgiilerde yar1 iletken malzemeye ilave edilir
(TUBITAK, 2013).

Isiklandirmada verim maksimum 151k yogunlugunda kalis siiresiyle (Ty) iliskilidir. LED
1siklarda kesikli 151k olmasina ragmen tiibiiler floresan lambalara gére maksimum 1s1k
yogunlugunda kalis siiresi daha yiiksektir (Jao, 2004). Bu nedenle LED’in bitki biiyiime
ve gelismesi i¢in olumlu sonuglar olusturacagi diisiiniilerek in vitro ¢alismalarda LED
1s1k kullanimi artmaktadir. (Li ve ark., 2010). Ayrica bitki biiyiime ve gelismesinde
15181n Onemi incelenerek; 6zellikle farkli renklerde LED 1s1k kombinasyonlarinin pamuk
bitkisinde bitki biliylimesi ve siirgiin gelisimi lizerinde olumlu sonuglar olusturabilecegi
tespit edilmistir. Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda heniliz ¢ok yeni olan LED 1s1k
kullaniminin in vitro kiiltiirii zor olan bir ¢ok bitki ve gesit i¢in de temel olusturacagi
diistiniilmektedir. Yerfistig1 bitkisinde ¢ok fazla sayida doku Kiiltiirii ¢alismalar
bulunmasina ragmen yiiksek miktarda fenolik bilesikleri varligindan rejenerasyon
yiizdesi ¢ok disiiktiir. Bazi arastirmaci cksplant tipi ve yas, bitki biiylime
diizenleyicileriyle kiiltiir sartlar1 (1s1k, sicaklik, makro/mikro mineralleri vb.) gibi
faktolerin de rejenerasyonuna farkli etki yaptigini vurgulanmaktadirlar. Bu tez
kapsaminda iilkemizde yaygin olarak iiretilen yiiksek verim potonsiyeline sahip NC 7
hattindan  giivenilir ve tekrarlanabilir rejenerasyon protokolun gelistirilmesi

amaglanmaktadir.

2. KURUMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Bitki doku kiiltiirii ile bitkilerin hiicre, doku, organlarindan kozmetik, farmasétik veya
tarimsal agisindan 6nemli sekonder metabolitler iiretilebilmektedir. Bu amagla {iretimin
daha verimli, daha ucuz ve {riiniin daha ¢ok miktarda olmasi ¢ok onemlidir. Molekiiler
biyolojik arastirmalarla iirlin verimini artirma, bir materyalden birden ¢ok {iriin alma
veya genetigi degistirilmis bitkilerden yeni {irlinlerin kazanilmasi gibi metotlar
gelistirilir. Bu metotlara gore giincellenen doku kiiltiirti teknikleriyle tiretilen dogal ham

maddeler kullanilarak da yan etkisi olmayan “giivenli” ilaglar elde edilebilir.



2. 1. Yerfistigr Bitkisinde Doku kiiltiirii Calismalari

Biyotik ve abiyotik streslere, kuraklik toleransi, tohum kalitesi ve fizyolojik adaptasyon
acisindan yerfistig1 cesitlerin gelistirilmesi islahgilar i¢in ¢ok Onem tagimaktadir
(Venkatachalam ve Kavipriya, 2012). Yapilan ¢alismlara gore yerfistigi tohum ve fide
(Vajranabhaiah ve ark., 1993; Venkatachalam ve ark., 1994), olgun kotiledon
(Mckentley ve ark., 1990), olgunlasmamis kotiledon (Eapen and George 1993; Baker ve
ark. 1994), olgunlasmamis embriyonik aksil (Hazra ve ark., 1989; Ozias-Akins, 1989;
Rani ve Padmaja, 2005), yaprak¢ik (Baker and Wetzstein, 1992), hipokotil
(Venkatachalam ve ark., 1998) ve epikotil (Little ve ark., 2000). eksplantlardan
basiriyla slirgiin rejenerasyon elde edilmistir. Ancak, karmasik rejenerasyon protokoller
ve disiik rejenerasyon oldugu igin yeni protokollerin gelistirilmesi yerfistigi 1slah
program i¢in ¢ok dnemlidir. Asagida bu komu ile ilgili 6nemli ¢calismalari siralanmistir.
Akasaka ve ark., (2000), tarafindan yapilan bu calismada Espanyol tipi yerfistigi
(Arachishypogaea L.) bitkisinden siirgiin rejenerasyon icin yaprak eksplantlar1 B5
vitaminler ile zenginlestirilmis MS, %0,8 agar ile katilagtirilmis ortamda 1 mg/L NAA
benziladenin (BA), izopenteniladenin (2iP), kinetin (KIN) klorpiridilfeniliire (4PU),
tidiazuron (TDZ) ve zeatin (ZTN) gibi ¢esitli sitokininleri farkli konsantrasyonlar da
kullanilarak tomurcuk olusumu ger¢eklesmistir. Hormonlar kiyaslandiginda TDZ diger
hormonlara gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Fakat TDZ ortaminda uzun siire
bekletildiginde tomurcuklarda anormallik goriilmiistiir. Siirgiin tomurcuklarindan
stirgiin olusumu %34,7 kaydedilmistir. Elde edilen siirgiinler 1 mg/L NAA igeren

ortamda koklendirilip, adaptasyon saglanmistir.

Vasanth ve ark., (2006), yapilan bu ¢alismada yerfistigi bitkisinin kotiledon ve
embriyonik eksen eksplant tizerinde farkli amino grup asitlerin (glutamin, serin, prolin
etkileri glisin, valin) ve katki maddelerinin (PVP, sodyum nitrat, aktif karbon) siirgiin
rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir. Eksplant basina en fazla 36,2 siirgiin 1,5 mM
BAP, 1,0 mM, NAA, 15 mM L-glutamin ile 25 mM PVP kullanilarak elde edilmistir.
Rejenere olan siirgiinler | mM BA ve 0,5 mM GA3 igeren uzama ortamina aktarilmistir
daha sonra 1 mM NAA igeren MS ortaminda koklendirilmistir. Boylece % 97,5

bitkilerin basar1 ile adaptasyonu saglanmustir.



Matand ve prakash (2007), yapilan bu ¢alismada TDZ hormonun orani ve uygulama
stiresinin Yyerfistig1 bitkisinin farkli eksplantlar iizerinde siirgiin rejenerasyonuna etkisi
arastirtlmislardir. 30 mg/L TDZ kullanildiginda eksplant basina ortalama 13 adet siirgiin
elde edilmistir. Fakat 10 giin TDZ muamelesi siirgiin olusumu i¢in yeterli bulunmustur.
Eksplantlar kiyaslandiginda en fazla siirgiin sayis1 (15) hipokotil eksplantindan elde

edilirken, 7,4 siirgiin ile lamina eksplantindan elde edilmistir.

Tiwari ve Tuli (2009), yerfistig1 bitkisinin olgunlasmamis yaprak¢ik eksplantlari
kullanmislardir. Eksplantlar bir hafta boyunca 13,32 mM BAP+4,95 mM NAA igeren
ortaminda bekletildiginde hem biiyiime hem yesillenme gozlenmistir. Biiylimiis ve
yesillenmis yaprakcik eksplantlart 13.32 mM BAP igeren ortaminda 1-2 alt kiiltiir
alindiginda coklu siirgiin olusumu gergeklesmistir. 3 alt kiiltiirden ortalama 6,17 siirgiin
elde edilmistir. Tiim siirgiinler 4,95 mM NAA iceren ortamda koklendirilmis olup 4 ay
icinde bitkicikler elde edilmistir.

Nazir ve ark., (2011) Pakistan da yapilan bu caligmada yerfistig1 bitkisinin yar1
kotiledon eksplantlardan siirgiin rejenerasyonu izlenmistir. En iyi kombinasyonu 4
mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA tespit edilmistir. Cesitler kiyaslandiginda BARI 2000 en

fazla siirgiin ve koklenmesi izlenmistir.

Aina ve ark., (2012) Tarafindan yapilan ¢alismada yabani yerfistigin 5 genotip lizerinde
fotoperiyot etkisi aragtirilmistir. In vitro kosullarda ¢igeklenmek igin bitkileri iklim
kabinlerde 40 umol m?2st aydinlik ile 26 © C+1 ° C sicaklik ve %60 %5 nem oranda
12, 16 ve 24 saat boyunca bekletilmistir. Bitkiciklerin 12,16 ve 24 saat aydinlik ile
ciceklenme orami sirasityla %35°ten %93, %20’den %75 ve %S5’ten %53 olarak
degismistir. En fazla ¢igeklenme oran1 PI 26 28 42 hattindan kaydedilmistir.

Raman ve ark., (2012) yapilan bu c¢alismada yerfistig1 bitkisinin yaygin olarak
kullanilan Western HB-55, TAG 24 ve SB11 gesitlerinin yaprakcik ekslantlari in vitro
rejeneasyonu i¢in kullanilmamistir. Calisma sonucunda TDZ hormonundan BAP

hormonuna goére daha iyi kallus olusumu saglanmistir.

Venkatachalam ve Kavipriya (2012), tarafindan yapilan bu calismada yer fistiginin

kotiledon bogum eksplantindan ¢oklu siirglin olusum izlenmistir. Kotiledon bogum

eksplantlar1 7 giinliik fidelerden elde edilip, farkli oranda (0,5-5,0 mg/L BAP ve KIN)



ile 0,5 mg/L NAA igerdigi (MS) ortamina kiiltiirlenmistir Eksplant basina en fazla
(14,0) siirgiin 5,0 mg/L igeren ortamimndan elde edilmistir. Kok indiiksiyon ig¢in
stirglinler 0,5 ile 2,0 mg/L TAA, IBA ve NAA igeren 2.MS ortamina aktarilmistir. En iyi
koklendirme (% 100) NAA kullanilarak alirken en fazla (9,0 adet) kok 0,5 mg/L NAA
iceren ortamdan izlenmistir. Koklendirilmis bitkiler ise basariyla 2;1 oranda toprak ve

kum igerdigi tarlalarda adaptasyon saglanmistir.

Hassan ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada yer fistig1 dikey kesilmis yari
kotiledon eksplantlar kullanilmistir. Elde edilen siirgiinler tek veya demet halinde petri
veya kavanoz i¢inde iki farkli ortama yerlestirilmistir. Petride demet halinde bulunan
stirglinler her iki ortamda yiliksek oranda koklendirme ve adaptasyon gostermislerdir.
Petriler de alan az oldugundan dolayr mekanik basincin etkisi sebep olarak

kabullenmistir.

Matand ve ark ., (2013) bu ¢alismada in vitro kosullarda yer fistigindan direk siirgiin ve
kok olusumu izlenmistir. Bunun ig¢in tim yari, dogranmigs ve her iki taraftan
yararlanilmis kotiledon ve ¢imlenmis embriyodan elde edilen kdk parcasi eksplant
olarak ilk once O, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 giin i¢in hormon igermeyen ortamda kiiltiire
alinmigtir. kinetin, BAP, veya (TDZ) yalniz veya oksin ile kullandigindan direkt olarak
coklu siirgiin olusumu izlenmistir. 5-30 mg/L TDZ kulanildiginda tek yaralanmis
kotiledon eksplantindan en fazla siirgiin olusumu izlenmistir. Elde edilen siirgilinler

hormon icermeyen ortamda koklendirilmis, Sera kosullarinda biiyiitiilmiistiir.
2.2. In Vitro Kosullarinda LED Isiklariin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Hartman ve ark., (1990) Tohumlarda 1s18a tepkinin temel mekanizmasinin, kimyasal
olarak aktif bir pigment olan fitokrom ile iligkili bir durum oldugu yapilan ¢alismalar
sonucu saptanmustir. Bitkilerde tohum kabugu ve embriyonun 1518a hassasiyet gosteren
sensor ozelliginde olduklari, bunlarin uzaklastirildiklarin da 1s18in etkisinin kayboldugu
saptanmigtir. Baskin ve ark., (1979) Kusotu (Stellaria media) iizerinde yiiritiilen
caligmalarda ise yesil 1s18a maruz birakilan bitkilerin karanlik uygulamasina gore
c¢imlenme diizeyinde yiiksek oranda artis gozlenmistir. Mavi ve turuncu-sart isiga

yonelik ¢aligmalarda ise ¢gimlenme orani diisiik bulunmustur.



LED 151k kaynaklaridan en ¢ok mavi ve kirmiz1 1s1k kullanimi &n plandadir. Ozelikle
mavi/kirmizi 151k reseptorleri ile fitokromlar arasindaki sinerjetik etkilesimin biiyiime
tizerindeki tesvik ya da inhibe edici etkisi incelemislerdir (Yamaguch ve ark., 2002).
(Onofrio ve ark., 1998).bu ¢alismada ayva bitkisinde yiiriittiikleri calismada yapraklarda
somatik embriyogenesis tizerine incelemelerde bulunmus; kirmizi LED kosullarinda

yaprak/somatik embriyogenesis iizerinde pozitif etkiler bulunmuslardir.

Krizantem (Dendranthema grandiflorum) bitkisinde nod sayisi {izerinde higbir
degisiklik tespit edilmezken nodlar arasi uzunlukta kirmizi 1518in meydana getirdigi
pozitif etkileri tespit edilmistir. Ayn1 etki kok uzunlugunda da gézlenmistir. Stoma
sayist ve biiylikliigiine iliskin mekanizma heniiz tespit edilmemis olmasina ragmen bu
calisgmada kirmizi LED’in; stoma sayisinda, kompleks LED sisteminin ise; stoma

biiytikliigiinde artisa neden oldugu sonucuna varilmistir (Kim ve ark., 2004).

Hibrid bir zambak c¢esidi olan Pesaro bitkisinde sogan yapisi ve kok biiyiikligiiniin
incelendigi ¢alismada; 1:1 Kirmizi/Mavi LED 11k kompleksinin sogan biiyiikliiglinde
ve kok sayisinda artis olustururken; beyaz 1518 kok biiyiikliigiinde artis olusturdugu
saptanmustir ( Lian ve ark., 2002).

Pamuk bitkisinde yiirtittiikleri ¢alismalarda hem kok aktivitesi hem de seker ve nisasta
igeriginin mavi LED kullanimiyla artti§in1 ancak biiylime ve siirgiin rejenerasyonunun
1:1 Mavi: Kirmizi1 LED kullanimiyla daha verimli hale geldigini saptamistir ( Li ve ark.,
2010).

Gozde (2013), caligma kapsaminda yiiksek konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10, 20 mg/L)
kinetin 6n muamelesi sonrasinda farkli MS (MSO, 2MS, 4MS) ortamina aktarilmistir.
Biitiin denemeler farkli LED (beyaz, kirmizi, mavi) 151tk kombinasyonlarinin
kullanilarak uygulanmistir. Isik denemelerinde GSN-12 cesidi i¢in 4 kirmizi:1 mavi;

STN-468 cesidi i¢in 3 kirmizi:1 mavi 151k kombinasyonu uygun bulunmustur.

Dazkirli (2015), Bacopa monnieri (Linn) Wettst bitkisinin yan veya adventif siirgiin
olusumu i¢in tam, alt ve list yarim yaprak eksplanti ile siirgiin ucu eksplantlar1 0,25,
0,50 ve 1,0 mg/l BAP iceren MS ortamina kiiltiire alinip, farkli kombinasyonunda
kirmizzmavi (4:1, 3:1, 2:1, 1:1) veya beyaz LED isiklarinda hizli ¢ogaltim igin
calismalar yapilmistir. Tiim BAP igeren ortamlarda ve kullanilan farkli LED 1siklarda



tiim eksplantlarin %100 siirgiin rejenerasyonu kaydedilmistir. Siirglin ucu eksplantindan
en fazla siirgiin kirmizi : mavi LED 1siklarindan elde edilirken en diisiik ise beyaz LED
altinda kaydedilmistir. Siirgiin uzunlugu bakiminda tiim eksplantlardan en uzun
siirgiinler kirmizi:zmavi LED i1siklar altinda kiltiire alinmis eksplantlarinda tespit
edilmistir. BAP oranlarin siirglin rejenerasyonu kiyaslandiginda tam ve iist yaprak
eksplantlarinda istatistik olarak her hangi etki bulunmazken, yarim lamina tabani ve
siirgiin ucu eksplantlarinda en fazla siirgiin sayis1 1.0 mg/L BAP iceren ortaminda
kaydedilmistir. Tiim eksplantlardan en uzun siirgiinler ise 0.25 mg/L BAP igeren
ortaminda elde edilmistir. LEDxBAP kiyaslandiginda, tam ve st yaprak
eksplantlarindan en fazla eksplant basina siirgiin sayisi beyaz LED+0.25 mg/L BAP
iceren ortamindan elde edilmistir. Alt yaprak eksplantindan ise en fazla siirgiin beyaz
LED+1.0 mg/L BAP igeren ortaminda kaydedilmistir. Tam ve st yaprak
eksplantlarindan en uzun siirgiinler 1:1 kirmizi:mavi+0.25 mg/L BAP i¢eren ortamindan
elde edilmistir. Ancak, alt yaprak ve siirgiin ucu eksplantindan en uzun siirgiinler 1:1

kirmizi:mavi+0.50 mg/L BAP igeren ortaminda elde edilmistir.

Karatas ve Ark., (2015) Bacoba monnieri bitkisinin tam , yar1 iist ve ya yar1 alt yaprak
eksplantlar1 0,25 0,50 ve 1,00 mg /L. BAP iceren MS ortaminda farkli kirmizi:mavi
(K:M) kombinasyonlart (4:1, 3:1, 2:1 ve 1:1 )ile beyaz LED 1siklar altinda kiiltiir
almmistir. En fazla eksplant basina 26,11 adet siirgiin beyaz LED isiklarda yari st
yaprak eksplantlarin da kaydedilmistir. Buna karsi tiim eksplantlardan en uzun
sirglinler 1:1 (K:M) 1siklarda alirken en kisa siirgiinler beyaz LED 1siklarda
kaydedilmistir.

2.3. In Vitro Kosullarinda On Muamelenin Siirgiin Rejenerasyonuna EtKisi

Brar ve ark., (1999) Calismada 17 boériilce genotipi i¢in bitki rejenerasyon protokolii
gelistirmislerdir. Kotiledon eksplantlari ilk asamada 15-35 mg/L BAP igeren 1/3 MS
ortaminda 5-15 giin bekletilmistir. Daha sonra siirglin rejenerasyonu i¢in eksplantlar
1mg/L BAP igeren besin ortamina kiiltiire alinmistir. Bir hafta icerisinde koteledonlarin
iist kisiminda siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Rejenerasyon oran1 %1-11 ve eksplant
basina siirglin sayis1 4-12 arasinda degismistir. Rejenerasyon orani ve eksplant basina
siirglin sayis1 iizerinde genotip, kiiltiir siiresi ve biiylime diizenleyici miktarlarin etkisi

onemli bulunmustur. En fazla eksplant basina siirgiin 15 mg/L BAP ile 5 giin muamele



stiresi ile elde edilmistir. Buna kars1 en fazla siirglin sayis1t 35 mg/L BAP ile 5 giin
muamele edilmis eksplantlarindan elde edilmistir. Kéklenme igin bitkiler MS ortamina

aktarilmastir.

Bhatti (2001), 21 farkli mercimek ¢esidinin olgunlasmamis embriyonik eksenlerini izole
edilerek ilk 6nce 20 mg/L NAA igeren MS ortaminda 10 giin kiiltiire almistir. Daha
sonra eksplantlar MS ortaminda alt kiiltiire alinmistir. MSO ortamina aktarildiktan bir
hafta sonra bir kag¢ genotipin eksplant1 tizerinde kallus olusumu baslamis ve 3 hafta
sonra da bu kalluslar iizerinde adventif slirglin olusumu gozlenmistir. Siirglin olusturan
eksplant orant %3,33-3,0 eksplant basina siirgiin sayist1 da 1,66-2,16 arasinda
degismistir. Fakat 6n muamele yapilmamis eksplantlarda 4 mg/L BAP ve 0,25 mg/L
NAA igeren MS ortaminda sadece Emre 20 ve Kislik 21 ¢esidinde 10’ar siirgiin ile
%3,33 ve 43,33 arasinda siirgiin olusumu gozlenmistir. Geri kalan 19 ¢esitte hi¢ siigiin

olusumu gozlenmemistir.

Van Le ve ark., (2002) TDZ iceren MS ve Gamborg B5 ortamda bériilcenin kotiledon
bogum eksplantindan siirgiin rejenerasyonu goézlenmistir. 10 mol/L TDZ ile 6n
muamele, siirgiin ucu uzaklastirilmasi ve dikey kesilmis ince hiicre tabakalar elde edilip
1,0 mol/L IBA ve 1,0 Umol/L TDZ igeren MSBS5 ortami siirgiin rejenerasyon igin
uygun bulunmustur. Eksplant basina 32,5 adet siirgiin elde edilmistir. Elde edilen
bitkilerde genotipik degisiklik gériilmemis ve topraga aktarilmistir.

Boriilcenin Akkiz ¢esidinin plumula eksplantinda ¢oklu siirgiin rejenerasyon elde etmek
amactyla ilk once 10 mg/L BAP ile 5 giin 6n mauamele yapilmistir. Daha sonra
eksplantlar 0 ve 0,1 mg/L NAA ile 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 ve 1,25 mg/L BAP igeren MS
ortama aktarilmistir. Tiim ortamlarda kallus ve siirgiin olusumu goriilmiistiir. Eksplant
bagina en fazla 7,43 adet siirgiin 1 mg/L BAP iceren MS ortamdan elde edilmistir. BAP
ile 0,1 mg/L NAA igeren MS ortamda 0,1 mg/L NAA igermeyen MS ortama gore daha
uzun siirgiin gorilmistiir. Elde edilen siirgiinler 0,50 mg/L IBA igeren MS ortamda
koklendirilmis ve seralarda dis kosullara adaptasyon saglanmis olup 3 ay sonra

cigeklendirilmistir(Aasim ve ark., 2009).

Raveendar ve ark., (2009) Boriilcenin dort genotipinin (VBN-1, VBN-2, Co-6 and Co
(CP) 7 tohumlar1 13,3 uM BAP ile 3 giin 6n muamele edip, 6,6 uM BAP igeren MSBS5

ortaminda 2 ile 3 hafta bekletilmisler ve degisik oranda siirgiin elde etmislerdir.



Siirglinlerin uzamasi i¢in elde edilen eksplantlar 0,5 pM BAP igeren besin ortaminda
kiiltiire alinmustir. Siirglinler MSO ortaminda koklendirilmistir. Elde edilen bitkiler 12
giin sonra dis kosullara adaptasyon saglamistir. En fazla siirgiin sayis1 V. unguiculata

Co (CP) -7 genotipten elde edilmistir.

Boriilcenin embriyonik eksen eksplantlar1 agar ile katilastirilan 10 mg/L BAP iceren
ortamada 5 giin i¢in kiiltiire alinmistir. Daha sonra, eksplantlar 0,25, 0,50, 0,75 and 1,00
mg/L BA ile 0 veya 0,10 mg/L NAA igeren ortamlarda kiiltiire alinmistir. En fazla
eksplant basina 10,33 adet siirgiin 1,00 mg/L BA -0,1 mg/L NAA igeren ortamdan elde
edilmistir. Elde edilen siirgiinler 0,50 mg/L IBA igeren ortamda koklendirilip, iklim
odasinda adaptasyon saglanmistir. Ug ay sonra sera ortamda gigekleneme ve tohumlar

elde edilmisitir (Aasim ve ark., 2010).

Boriilcenin Akkiz ve Karag6z ¢esitlerinin Plumula yaprak eksplant {izerine NAA nin 6n
muamele siiresi Ve yogunlagmasinin siirgiin rejenerasyonu etkisi arstirilmistir. 10 ve 20
mg/L NAA ile 1 ve 3 hafta 6n muamele yapilmis olgun embriyolarindan elde edilen
plumula yapraklari 0,25, 0,50, 0,75 ve 1,0 mg/L BAP igeren ortamda kiiltiire alinmistir.
Her iki ¢esidinde somatik embriyogenez gdézlenmistir. Akkiz ¢esidinde 20 mg/L NAA
ile 1 hafta 6n muamele yapilmis eksplantlar1 6 hafta sonra MSO ortamida aktarildiginda
sadece iki siirgiin elde edilmistir. Buna karsi, 10 mg/L NAA ve 1 hafta 6n muamele
yapilmis eksplantlarda akkiz ve karagoz ¢esidinde sirasiyla %33,33-50,00 ve 9%25,00-
50,00 siirgiin rejenerasyonu kaydedilmistir. En fazla 2.50 adet eksplant basina siirgiin
sayist akkiz ve karagdz cesidinde sirasiyla 0,50 mg/L ve 1,00 mg/L BAP iceren
ortamdan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 0,50 mg/L IBA igeren ortamda
koklendirldikten sonra iklim odasinda adaptasyon saglanmistir (Aasim, 2010).
Nohut’un Gokge gesidinin 7 giinliik 10 mg/L BAP ile 6n muamele yapilmis embriyo ve
embriyonik eksen eksplantlar1 0,25, 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/L BAP ile 0 veya 0,25 mg/L
(NAA), 4,0 g/L aktif komiir ve 1,0 mg/L PVP iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. Tim
eksplantlarada siirgiin olusumu kaydedilmistir. Olgunlagsmis embriyo eksplantindan en
fazla 14,75 adet eksplant basma siirgiin 2,0 mg/L BAP ile 0,25 mg/L NAA igeren
ortamdan elde edilirken, embriyonik eksen eksplantindan en fazla 16,83 adet eksplant
basina siirgiin 2,0 mg/L BA igeren ortamdan elde edilmistir. Ortamlarda 0,25 mg/L
NAA eklendiginde her iki eksplantlarda siirglin uzunlugunda azlama kaydedilmistir.

Elde edilen siirgiinler, 1,0 mg/L IBA igeren ortamda 4 hafta kiiltiire alindiktan sonra
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saksilara aktarilip iklim odasinda adaptasyon i¢in birakilmistir (Aasim ve ark. 2011).
Gozde (2013), yapilan tez galisma kapsaminda pamuk bitkisinin In vitro kosullarda
c¢imlenmis 7-10 giinliik bitkiciklerden izole edilen kotiledon bogum eksplantlari, yiiksek
konsantrasyonlarda (2,5, 5, 10, 20 mg/L) kinetin 6n muamelesi sonrasinda farklit MS
(MSO, »MS, “MS) ortamina aktarilmistir. GSN-12 ¢esidi i¢in en yiiksek eksplant
basina siirglin sayisi (7,75 adet) 5 mg/L Kinetin 6n muamelesi sonrasi 4MS besin
ortamina aktarilan eksplantlarda gozlenmistir. STN-468 c¢esidinde ise en yiiksek
eksplant basina siirgiin sayist (6,00 adet) 10 mg/L kinetin 6n muamelesi sonrast 0,05

mg/L Kinetin igeren MS ortamina aktarilan eksplantlarda elde edilmistir.

Barpete ve ark., (2014) Miirdiimiik bitkisinin embriyonik nod eksplantlar1 ilk olarak 10
ve 20 mg/L TDZ ve ya 2 IP ortamda 6n muamele yapilmistir. Daha sonra eksplantlar
0,25, 0,50, 0,75 ve 1,00 mg/L TDZ ve ya 2 IP ortaminda kiiltiir almmustir. En fazla
stirglin rejenerasyonu (%100) ile eksplant bagina 31,10 siirgiin 1 mg/L. TDZ +0.10mg/L
IBA igeren ortaminda kaydedilmistir. Buna kars1 2IP+IBA igeren ortamda daha uzun
stirglinler elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler basariyla koklendirilmis olup saksilarda

%90 adaptasyon saglanmistir.

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Calismada kullanilan bitki materyali yer fistigi Arachis hypogaea tiirii ile ¢alisiimistir.
Caligsmada tilkemizde Tiirkiye'de Yetistii Yerler Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgesinde
yetistigtirilmektedir. NC -7 Cesidi Kullanilmistir. NC-7 ¢esidine ait tohumlar Antalya

Battem Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir.

3.1.2. Deneme Yeri

Bu c¢alisma, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi,

Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuarinda birlikte yiiriitiilmiistiir.

11



3.1.3. Rejenerasyonu i¢in Kullamlan Eksplantlar

Yapilan tez kapsaminda yer fistigimin zigotik emriyosu, zigotik embryo+kotiledon,

plumula ve embryonik eksen eksplantlar1 kullanilmustir.

3.1.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Hazirlanmasi ve Muhafazasi

Bitki biiylime diizenleyicileri, uygun ¢oziiciilerle ¢oziildiikten sonra 1 mg/L oraninda
stok solusyonlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan stok solusyonlar1 BAP ve IBA biiyiime
diizenleyicilerinden otoklavda steril edilmeden, +4°C’ veya -20°C sicaklikta

saklanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Besin Ortamlari ve Kiiltiir Kosullar:

Bu calismalarda 1.MS (Murashige ve Skoog, 1962) mineral tuz ve vitaminleri
(Cizelge 3.1) kullanilmistir. Besi ortam1 hazirlamak i¢in 30 gr sukroz MS 7,5 gr agar ile
katilastirilan temel besin ortami (MSO) hazirlanmasinda distile saf su kullanilmistir.
Yapilan ¢aligmalara gore besin ortamlarina farkli dozlarda bitki biiyiime diizenleyicileri
olarak sitokinin (BAP) ve oksin (IBA,) ilave edilmistir. Hazirlanan ortamlarin PH ‘11 N
NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5,8’e ayarlandiktan sonra 1,2 atmosfer basing altinda
ve 121°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan biiyiime diizenleyici ve antibiyotik ¢oziiciileri, stok konsantrasyonu ve

saklama kosullar

Stok . Saklama

Bitki biiyiime Sterilizasyon
Coziicii Konsantrasyonu ) Kosullari

diizenleyicileri Sekli

(mg/mL) (°C)
Oksinler
IBA 1N NaOH 1/1 Filtre -20
NAA 1IN NaOH 1/1 Otoklav 4
Sitokinin
BAP 1IN NaOH 1/1 Otoklav 4

Cizelge 3.2. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan makro/mikro element ve vitaminler

ile konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu
(mg/L)
NH;NO; 1650,000
KNO3 1900,000
Makro Elementler CaCl,.2H,0 440,000
MgS0,.7H,0 370,000
KH,PO, 170,000
Kl 0,830
H3BO3 6,200
MnS0Q,.4H,0 22,300
ZnS0,4.7H,0 8,600
Mikro Elementler Na;M00,.2H,0 0,250
FeS04.7H,0 27,850
CoCl,.6H,0 0,025
CuSQ,4.5H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 37,250
Myo-Inositol 100,000
Vitaminler Nicotinic Acid 0,500
Pyrotinic Acid 0,500
Thiamine-HCI 0,100
Glycine 2,000
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3.2.2. Yiizey Sterilizasyonu

Arachis hypogaea bitkisinde sterilizasyonu i¢in tohumlart % 25, %50, %75 yahut
%100 oraninda ¢amasir suyu farkli siire (10 dk, 20 dk, 30 dk, 40 dk) ile muamele
edilmistir. Daha sonra 3x5 dk saf steril su ile durulama yapilmistir. Steril edilmis
tohumlar ise steril magentalar kaplar1 igerisinde %3 (agirlik/hacim) sukroz ve %0,8
(agirlik/hacim) agar iceren MS ortamlarina aktarilarak, 24+1°C’de 16 saat 151k ve 8 saat

karanlik fotoperiyodunda kiiltiire alinmustir.

3.2.3. Eksplant izolasyonu

Tez kapsaminda zigotik embriyosu, zigotik embriyosu+kotiledon, plumula ve
embryonik ekseni eksplantlart kullanilmistir. Zigotik embriyosu+kotiledon eksplantlari
tohumlar1 ikiye boliinlip kotiledon ile yapismis embriyo eksplant (Sekil 3.1a)
kullanilmistir. Zigotik embryo ise tohumlar ikiye bdliiniip, embriyonun bulundugu
kismindan dikkatle zarar vermeden bistiiri ve pens yardimiyla ¢ikartilmistir (Sekil 3.b).
Daha sonra, her iki eksplant 25 mg/L BAP igeren yahut hormon icermeyen MS
ortaminda 2 hafta boyunca 6n muamele yapilmistir. Plumula (Sekil 3.1) ve embriyonik
eksen (Sekil 3.1) eksplantlar1 elde etmek igin ilk olarak tam embriyo 25 mg/L BAP
igeren veya hormon igermeyen MS ortaminda 2 hafta boyunca bekletilmistir. Daha
sonra, aseptik kosullarda eksplantlari, siirglin rejenerasyonu icin farkli oranda BAP,

igeren MS ortamina kiiltiire alimmustir.

3.2.4. Rejenere Olan Eksplantlarin Koklendirilmesi

Farkli 6n muamele uygulamalari ile elde edilen ¢oklu siirgiinler aseptik kosullarda
ayrilip, koklendirme islemi igin farkli oranda (0,25, 0,50, 1,0, 2,0 veya 3,0 mg/L) IBA
kullanilarak kiiltire alinmistir. Magentalarda 1 hafta beklettikten sonra kok olusumu

yiizdesi, kok sayis1 ve kok uzunlugu kiyaslanarak incelenmistir.
3.2.5. Istatiksel Degerlendirme

Denemeler, faktoriyel olarak tesadiif parselleri deneme desenine gére kurulmus olup

her muamele, igerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirli Magenta GA7
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kutular1 veya petri kaplarindan olugmustur. Elde edilen veriler “SPSS 17 for Windows”’
programi yardimiyla varyans analizine tabi tutulmus muamele ortamlarini
karsilagtirmak amaciyla M-STAT C bilgisayar programinda Duncan testi kullanilmstir.
Yiizde degerler, istatistik analizinden 6nce arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve

Cochran, 1967).

Radikula

= == e ————

Embriyonik
ceksen

Radikula

Sekil 3.1. In vitro kosullarda siirgiin rejenerasyon i¢in kullanilan eksplantlarin izolasyonu, (a)
embriyo ile kotiledon, (b) MS ortaminda 6n muamele gormiis embriyo, (c) 25 mg/l BAP iceren
ortaminda 6n muamele gérmiis embriyo
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4. BULGULAR

4.1. Yerfistign Bitkisinin Tohumlarin Ticari Camasir Suyu fle Yiizey Sterilizasyon

Cahsmalan

Yiizey sterilizasyonu i¢in ayiklanmis bitki tohumlarin sterilizasyonu igin farkli oranda
(%25, %50, %75 ve %100) ticari ¢camasir suyunun (ACE- %5 NaOCI) kullanilmistir.
Her biri ¢amasir suyu oran igin 20dk 30dk ve 40 dk gibi farkli siirelerde yiizey
sterilizasyon yapilmistir. Yiizey sterilizasyondan sonra, tohumlar MS ortaminda iki
haftaya kadar bekletilmistir. %25, %50 ve %750randa ¢amasir suyu kullandiginda
%100 ¢imlenme ve bulasik (Sekil 4.1) kaydedildigi i¢in varyans analizi yapilmamuistir.
Buna karsi, %100 ¢amasir suyu ile farkl siire uygulandiginda ¢imlenme orani (%) ait

verileri istatistik analizine tabi tutulmus olup, sonuglar ¢gizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Arachis hypogaea bitkisinde ¢amasir suyu ile yapilan yiizey sterilizasyonun
bulagik orani ve ¢cimlenme oranlarina ait varyans analizi

Cimlenme Oram (%) Bulasik Oram (%)
VK b KO F KO F
Stire 2 364,583 1,167* 1164,583 0,928*
Hata 9 312,500 - 1254,861 -
Genel Toplam 11 - - - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.1.de gosterdigi gibi yapilan varyans analizi sonucunda ¢imlenme orani ve
bulagik oram1 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik gostermistir. Bu farkliliklarin 6nem

diizeyi belirlemek amaciyla yapilan LSD test sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Incelendiginde ¢imlenme oranlar1 %68,75 ile %87,50 olarak belirlenirken
bulasik orani ise %0,00 - %31,25 arasinda oldugu gozlenmistir. Sonuglara gore ylizey
sterilizasyon siiresi arttikga ¢imlenme oraninda azalma go6zlemlenirken, bulasik
oraninda da azalma kaydedilmistir. Camasir suyu ile muamele 40 dk siire ve %100
camasir suyu kullandiginda %68,75 cimlenme ve hi¢ bulagik goézlemlenmemistir.
Denemede en fazla ¢imlenme orani (%87,50) ve en fazla bulasik orani (%31,25) 20 dk

siire ile ylizey sterilizasyon yapilan tohumlarda tespit edilmisti. Elde edilen sonuglara
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gore, %100 camasir suyu ve 40 dk siire yiizey sterilizasyon i¢in en uygun muamale

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Yerfistig1 bitkisinin ticari gamasir suyu ile yapilan tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Siire(dk) Cimlenme Oram (%) Bulasik Orani (%)
20 87,50° 31,25°
30 81,25° 27,5
40 68,75 0,00”

**Ayn1  siitunda farklt harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde oOnemlidir.

Sekil 4.1. Arachis hypogaea bitkisinin farkli oranlardaki sterilizasyon ile meydana gelen ve
bakteriyel bulasik ile gimlenmesi
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4.2. Yerfistig1 Bitkisinde Siirgiin Rejenerasyon Calismalari

4.2.1. Farkh BAP Ortamda 25 mg/L BAP ile On Muamele Gormiis Plumula

Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyon Calismasi

Yerfistiginin NC-7 ¢esidi ile yapilan in vitro siirglin rejenerasyon calismalarinda
tohumlar ilk olarak 25 mg/L BAP igeren MS ortaminda iki hafta boyunca 6n muamelesi
yapilmistir. iki hafta igcinde tohumlar hem biiyiimiis hem de embriyodaki organlar
(embriyo ve embriyonik eksen ) iyice farklilasmistir. On muamele gdrmiis
embriyolardan in vitro kosullarda muamele edilmis plumula eksplantlar izole edilip
0,25, 0,50, 1,00 2,00 ve 3,00 mg/L BAP igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire
alinmistir. Kiiltlire alindiktan iki hafta sonra tiim eksplantlarinda hem kallus olusumu
hem de siirglin rejenerasyonu goriilmeye baslamistir. Dort hafta sonra coklu siirgiin
olusumu gozlenmistir. BAP iceren ortamda 13 hafta beklettikten sonra sonuglar
kaydedilmigtir. Denemede tiim eksplantlar {izerinde kallus olusumu (%100) ve siirgiin
olusumu (%100) gozlendigi i¢in varyans analizi yapilmamistir. Ancak, eksplant basina
slirglin sayis1 ve siirgiin uzunlugu ile ilgili verileri varyans analizine tabi tutulmus olup,

cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli BAP dozlarmin yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Basina Siirgiin Siirgiin
VK SD Sayis1 (adet) Uzunlugu (cm)
KO F KO F
BAP 4 1,906 8,378** 2,149 24,100**
Hata 10 0,228 - 0,089 -
Genel Toplam 14 - - - -

**p<0,01diizeyindednemli

Cizelge 4.3 goriildiigi gibi yapilan varyans analizi sonucunda eksplant basina siirgiin

sayis1 ve slirglin uzunlugu bakimindan 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik gézlenmistir. Bu
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farkliliklarin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4’de verilmistir.

Sekil 4.2. 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

Cizelge 4.4. Farkli BAP dozlarmin yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
plumula eksplantindan Siirgiin rejenerasyonuna etkisi

BAP | Kallus olusum Siirgiin Eksplant Siirgiin
(mg/L) orani Rejenerasyon | Basina Siirgiin Uzunlugu
(%) orani Sayis1 (cm)**
(%) (adet)**

0,25 100.00 100.00 3,55° 3,70°

0,50 100.00 100.00 4,11° 3,05°

1,00 100.00 100.00 2,44° 2,24°

2,00 100.00 100.00 2,50° 2,58

3,00 100.00 100.00 2,33 1,45°

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan sonuglarina gore p<0,01 diizeyinde 6nemli

farklilig1gorilmistiir.

Cizelge 4.4’de incelenen calismada tiim ortamlarda %100 kallus ve siirgiin
rejenerasyonu gézlemlenmistir. Farkli oranda, BAP hormonun eksplant basina siirgiin
sayisina ve uzunluguna goze carpan seklinde etkilendigini izlenmistir. Eksplant bagina

stirgilin sayist 2,33 - 4,11adet arasinda kaydedilmistir. En fazla eksplant basina 4,11 adet
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sirgiin 0,50 mg/L BAP igerdigi ortamindan elde edilmistir. BAP oranin artis ile
eksplant bagina siirgiin sayisinda azalma kaydedilirken en az 2,33 adet siirgiin 3,0 mg/L
BAP igeren ortaminda goriilmiistiir. Benzer sekilde BAP oranin artig ile siirgiin

uzunlugunda da olumsuz etki gozlemlenmistir.

En uzun siirgiinler( 3,70cm) 0,25 mg/L BAP igeren ortamdan elde edilirken en kisa
stirglin (1,45 cm) , 3 mg/L BAP kullandiginda not edilmistir.

4.2.2. Farkh BAP Ortamda 25 mg/L BAP ile On Muamele Gérmiis Tam Embriyo

Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyon Calismasi

Yer fistiginin NC-7 hatt1 ile yapilan in vitro siirgiin rejenerasyon caligmalarinda
tohumlarin ilk olarak 25 mg/L BAP igeren MS ortaminda 2 hafta boyunca on
muamelesi yapilmistir. Daha sonra 2 hafta boyunca eksplant tizerinde gelisen siirgiin ve
embriyolarin (embriyo ve embriyonik eksen) olusumu ve farklilasmalari izlenmistir. In
vitro ortaminda gelisen ve bilyiiyen embriyolarin 6n muamelesinden sonra farklilagan
embriyonun tam kismu steril ortamda izole edilerek 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ve 3,00 mg/L
BAP igeren MS besin i¢eren ortamlarinda kiiltiire alinmistir. 2 hafta sonra kiiltiire alinan
embriyolarda hem kallus hem ve siirgiin rejenerasyonu gézlenmistir. BAP igeren kiiltiir
ortaminda 3 hafta bekletildikten sonra eksplantlar da tekli ve ¢oklu siirglin olusumu
gbzlenmis ve 9 hafta sonra sonuglar not edilerek deneme kapatilmistir. Tiim eksplantlar
tizerinde ( %100,00 ) gozlendigi i¢in varyans analizi yapilmamistir. Ancak, eksplant
bagma siirgiin sayist ve sirgiin uzunlugu ile ilgili verileri varyans analizine tabi

tutulmus olup ¢izelge 4. 5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli BAP dozlariin yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglari

Eksplant Basina Siirgiin Siirgiin
VK SD Sayisi (adet) Uzunlugu (cm)
KO F KO F
BAP 4 3,011 11.433** 1.503 12.031**
Hata 10 0,263 - 0.125 -
Genel Toplam 14 - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.5 goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda eksplant basina siirgiin
sayist ve slirglin uzunlugu bakimindan 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik gézlenmistir. Bu

farkliliklarin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan test sonuglar1 Cizelge 4.

6’de verilmistir.

Sekil 4.3. 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis embriyo eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu, (a, b) dort ve (c) sekiz hafta sonra ¢oklu siirgiin olusumu

Cizelge 4.6. Farkli BAP dozlarinin yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele
edilmis tam embriyo eksplantindan siirgiin rejenerasyonu etkisine ait Duncan testi
sonuglar1

BAP Kallus olusum Siirgiin Eksplant Siirgiin
(mg/L) orani Rejenerasyonu | Basina Siirgiin Uzunlugu
(%) (%)% Sayis1 (adet)** (cm)**
0,25 100 100 2.87° 2.25%
0,50 100 100 4.43° 3.62°
1,00 100 100 4.67° 2.45"
2,00 100 100 2.67° 2.12°
3,00 100 100 2.67° 1.75°

**Ayni  siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p<0,01 diizeyinde O6nemlidir.

% Aym siitunda 6s isaretle gosterilen ortamlar arasinda fark yoktur.

Cizelge 4.6 goriildiigii gibi kallus rejenerasyonu orani ve siirgilin rejenerasyonu orant
%100 olarak not edilmistir. Denemede BAP hormonunun eksplant bagmna siirgiin
sayisini ve siirgiin uzunlugunu etkiledigi belirlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi
2,67- 4,67 adet olarak belirlenirken, eksplant bagina en fazla siirgiin sayis1 (4,67) 1,00
mg/L BAP i¢eren MS ortaminda ede edilmistir. Elde edilen ¢alisma sonuglarina gore
BAP miktar1 0,25 ile 1.00 mg/L arasinda artik¢a siirgiin sayis1 2,87-4,67 adet ile
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degismistir. Ancak, denemede kullanilan BAP hormonu 1.00 mg/L’den fazla olunca
siirglin sayisinda olumsuz sekilde azalma belirlenmistir. Calismada kullanilan BAP
hormonunun artirilmasi siirgiin uzunluguna olumsuz yonde etkiledigi gézlemlenmistir.
Siirgiin uzunlugu 1,75-3,62 cm olarak belirlenirken, en uzun siirgiin 0,50 mg/L BAP
iceren ortaminda 3,62 cm oldugu kaydedilmistir. 3,00 mg/L BAP igeren ortaminda ise

en kisa 1.75 cm siirglinler izlenmistir.

4.2.3. Farkh BAP Ortamda 25 mg/L BAP ile On Muamele Gérmiis Embriyonik

Eksen Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyon Calismasi

Yerfistiginin NC-7 hatt1 ile yapilan in vitro siirgiin rejenerasyon c¢alismalarinda
tohumlar ilk olarak 25 mg/L BAP igeren MS ortaminda iki hafta boyunca 6n muamele
edilmistir. Iki hafta icinde tohumlar hem biiyiimiis hem de (embriyo ve embriyonik
eksen ) iizerinde goze carpan farklilasma gozlemlenmisti. On muamele gormiis
embriyolardan in vitro kosullarda plumula eksplantlar izole edilip 0,25, 0,50, 1,00, 2,00
ve 3,00 mg/L BAP iceren MS besin ortamlarma kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinmis
eksplantlarinda iki hafta sonra tiim eksplantlarda hem kallus olusumu hem de siirgiin
rejenerasyonu goriillmeye baslamistir. Dort hafta sonra g¢oklu siirgiin olusumu da

gozlenmistir.

Sekil 4.4. 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis embriyonik eksen eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu, (a) dort hafta sonra, (b) sekiz hafta sonra ¢oklu siirgiin olusumu

BAP igeren ortaminda 13 hafta beklettikten sonra veriler not ederek varyans analizi

yapilmistir. Denemede tiim eksplantlar {izerinde kallus olusumu (100,00%) ve siirgiin
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olusumu (100,00%) gozlendigi i¢in varyans analizi yapilmamistir. Ancak, eksplant

basina siirgiin sayist ve siirgiin uzunluguna ait varyans analizine tabi tutulmus olup,

cizelge 4. 7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda eksplant basina siirgiin

sayist ve slirglin uzunlugu bakimindan 0,01 diizeyinde 6nemli farklilik gbzlenmistir. Bu

farkliliklarin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli BAP dozlarimin yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
embriyonik eksen eksplantindan siirgilin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Basina Siirgiin Siirgiin
VK SD Sayisi (adet) Uzunlugu (cm)
KO F KO F
BAP 4 1.271 4.825** 0.098 2.576*
Hata 10 0.263 - 0.038 -
Genel Toplam 14 - - - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemli

*p<0,05 diizeyinde énemli

Cizelge 4.8. Farkli BAP dozlariin yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Kallus olusum Siirgiin Eksplant Siirgiin
BAP orani Rejenerasyonu | Basina Siirgiin Uzunlugu
(mg/L) (%)% (%)% Sayisi (adet)” (cm)”
0,25 100.00 100.00 1.87° 2.60°
0,50 100.00 100.00 2.43%® 2.10°
1,00 100.00 100.00 3.33° 2.40%
2,00 100.00 100.00 3.33° 2.46%
3,00 100.00 100.00 2.33% 2.35%
**¥*Aym situnda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

*Ayni siitunda farkls harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde onemlidir.

Cizelgede 4.8’de yapilan c¢alismada embriyonik

eksen eksplantindan

surgiin

rejenerasyonu ve kallus rejenerasyonu %100 oldugunu tespit edilmistir. Buna karsi,
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eksplant basina siirglin sayist ve siirgiin uzunlugunu farkli sekilde BAP hormonunun
etkisinde kaldig1 izlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayist 1,87-3,33 adet arasinda
kaydedilmistir. Eksplant basina en fazla 3,33 adet siirgiin 1,00 ve 2,00 mg/L BAP igeren
MS ortaminda elde edilmistir. Buna kars1 en diisiik 1,87 adet 0,25 mg/L BAP i¢ceren MS
ortamlarinda elde edilmistir. Siirglin uzunlugu 2,10 - 2,60 cm arasinda degismistir.En
uzun siirgiin 2,60 cm olarak 0,25 mg/L. BAP igeren ortamdan en kisa siirgiin 2,10 cm
olarak 0,50 mg/L BAP igeren MS ortamindan elde edilmistir.

4.2.4. Farkh BAP Ortamda 25 mg/L BAP ile On Muamele Gormiis Plumula

Embriyonik Eksen Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyon Calismasi

Yerfistiginin NC-7 ¢esidi ile yapilan in vitro siirgiin rejenerasyon caligsmalarinda
tohumlarin ilk olarak 25 mg/l BAP i¢eren MS ortaminda 2 hafta boyunca 6n muamelesi
yapilmistir. Bu 6n muamelede 2 hafta boyu bitkide siirgiin ve embriyolarin (embriyo ve
embriyonik eksen)olustugu ve farklilasmalarin oldugu goézlenmistir. in vitro ortaminda
gelisen ve biiyliyen embriyolarin 6n muamelesinden sonra farklilasan embriyonun
plumula +eksen kismu steril ortamda izole edilerek 0.25 0.50 1.00 2.00 ve 3.00 mg/BAP
iceren MS besin igeren ortamlarinda kiiltiire alinmistir.2 hafta sonra kiiltiire alinan
embriyolarda hem kallus hem de siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. BAP igeren kiiltiir
ortaminda 3 hafta bekletildikten sonra eksplantlar da tekli ve ¢oklu siirglin olusumu
gozlenmis ve 9 hafta daha sonra verileri alinmis olup, deneme bitirilmistir. Tiim
eksplantlar {izerinde (%100,00) kallus ve siirgiin olusum gézlendigi i¢in varyans analizi
yaptlmamustir. Ancak, eksplant bagina siirgiin sayist ve siirgiin uzunluguna ait verileri

varyans analizine tabi tutulmus olup ¢izelge 4’9 da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli BAP dozlarimim yerfistigi bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
embriyonik eksen + plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin
VK SD rejenerasyon siirgiin sayisi Uzunlugu
yiizdesi (%) (adet) (cm)
KO F KO F KO F
BAP 3 133,333 | 4,000** | 1.692** | 3.316** 1.358 | 30,59
G**
Hata 8 33,33 - 0.510 - 0.044 -
Genel 11 - - - - - -
Toplam

**n<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.9°da gortildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda eksplant bagina siirgiin
say1s1 ve slirglin uzunlugu bakimindan 0,01 diizeyinde 6énemli farklilik gézlenmistir. Bu
farkliliklar1 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuclari ¢izelge

4.10°da verilmistir.

Sekil 4.5. 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis embriyonik eksent+plumula eksplantindan
stirgiin rejenerasyonu (a) dort ve (b) sekiz hafta sonra ¢oklu siirgiin olusumu

25



Cizelge 4.10. Farkli BAP dozlarmin yerfistig
eksplantindan siirgilin rejenerasyonuna etkisi

bitkisinin embriyonik eksen+plumula

BAP Kallus olusum Siirgiin Eksplant Siirgiin
(mg/L) orani Rejenerasyonu | Basina Siirgiin Uzunlugu
(%)% (%) Sayisi (adet)” (cm)”™
0.25 100.00 100° 4.47° 2.57°
0.50 100.00 100° 407" 1.40b°
1.00 100.00 100° 3.87%° 1.44°
2.00 100.00 86,67° 2.72° 1.01°

**Ayn1 siitunda farklt harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde oOnemlidir.

“aym siitunda 6s isaretle gosterilen ortamlar arasinda fark yoktur.

Cizelge 4.10 de gosterdigi bu calismada biitiin ortamlarda %100 kallus rejenerasyonu
gozlemlenmemistir. Siirgiin  rejenerasyonu tim BAP oranlarda %100 olarak
kaydedilirken, 2,0 mg/L BAP hormonu igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu 86,67
olarak not edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi 2,72-4,47 adet arasinda degismistir.
En fazla eksplant basina 4,47 adet siirgiin 0,25 mg/L. BAP igerdigi ortamindan elde
edilmistir. Bundan sonra ortamda BAP oranin artisi ile eksplant basina siirgiin sayisinda
azalma kaydedilirken en az 2,72 adet siirgiin 2,0 mg/L BAP igeren ortamindan elde
edilmistir. Benzer sekilde, BAP oranin artis ile siirglin uzunlugunda da olumsuz etkileri
gozlemlenmistir. En uzun (2,57 cm) siirgiinler 0,25 mg/L. BAP igeren ortamdan elde
edilirken en kisa siirgiin (1,01 cm ) 2,0 mg/L BAP kullandiginda kaydedilmistir.

4.2.5. Farkh BAP Ortamda 50 mg/L BAP ile On Muamele Gormiis Plumula

Embriyonik Eksen Eksplantindan siirgiin Rejenerasyon Calismasi

Yerfistiginin NC- hatti  ile yapilan in vitro siirgiin rejenerasyon calismalarinda
tohumlar ilk olarak 50 mg/L BAP i¢eren MS ortaminda iki hafta boyunca 6n muamele
yapimustir. ki hafta iginde tohumlar hem biiyiimiis hem de embriyodaki organlar
(embriyo ve embriyonik eksen ) farklilasmistir. On muamele gérmiis embriyolardan in
vitro kosullarda eksen+plumula eksplantlari izole edilip 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ve 3,00
mg/L BAP iceren MS besin ortamlarma kiiltiire alinmistir. Iki hafta sonra tiim
eksplantlar da hem kallus olusumu hem de siirgiin rejenerasyonu goriilmiistiir. Dort

hafta sonra coklu siirgiin olusumu da gozlenmistir. BAP igeren ortaminda 13 hafta
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beklettikten sonra veriler kaydedilmistir. Denemede tiim eksplantlar iizerinde kallus
olusumu (%100) ve siirgiin olusumu (%100) go6zlendigi igin varyans analizi
yapilmamistir. Ancak, eksplant basma siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu ile ilgili

verilerin varyans analizi yapilmistir ve ¢izelge 4.11 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda eksplant basina
sirglin sayist ve silirglin uzunlugu bakimindan 0,01 diizeyinde ©6nemli farklilik
gbzlenmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan test
sonuglari Cizelge 4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.11. Farkli BAP dozlarimin yerfistig1 bitkisinin 50 mg/l BAP ile 6n muamele edilmis
embriyonik eksen + plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglari

Kallus Eksplant Basina Siirgiin
VK SD Rejenerasyon Siirgiin Sayisi Uzunlugu
Yiizdesi (%) (adet) (cm)
KO F KO F KO F
BAP 3 416,667 | 8,000** 1.388 0.193% 0.176 2.949**
Hata 8 52,083 - 7.186 - 0.060 -
Genel Toplam | 11 - - - - - -

**n<0,01 diizeyinde 6nemli

" dnemsiz

Sekil 4.6. 50 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis embriyonik eksen eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu ,(a) dort hafta sonra ,(b) sekiz hafta sonra ¢oklu siirgiin olusumu
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Cizelge 4.12. Farkli BAP dozlarinin yerfistigi bitkisinin 50 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
embriyonik eksen + plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

BAP Kallus olusum Siirgiin Eksplant Siirgiin
(mg/L) orani Rejenerasyonu | Basina Siirgiin Uzunlugu
(%) (%) Sayisi (adet)” (cm)**
0.25 100 100,00 4.76 1.89°
0.50 100° 100,00 5.06 1.55%°
1.00 75,0° 100,00 5.13 1.56™
2.00 100 100,00 3.66 1.30°

** Ayn1 stitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

8 Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark yoktur.

Cizelge (4. 12) goriildiigi gibi kallus rejenerasyonu 75,0-100,00 arasinda kaydedilirken,
sadece 2,0 mg/L BAP hormonu igeren MS ortaminda kallus rejenerasyonu 75,0 olarak
elde edilmistir. Denemede tiim eksplantlarda Siirgiin rejenerasyon gozlendigi igin
%100 olarak kaydedilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayist ise 3,66-506 adet olarak
belirlenirken, eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 (5,06) 0,50 mg/L BAP iceren MS
ortaminda elde edilmistir. Buna karsi, en az eksplant basina siirgiin (3,66 adet) 2,0 mg/L
BAP igeren MS ortamindan elde edilmistir. Calismada kullanilan BAP hormonunun
artirtlmast ile slirglin uzunluguna olumsuz yonde etkiledigi gézlemlendigi goriilmiistiir.
Siirgiin uzunlugu 1,89-1,30 cm olarak belirlenmisken en uzun siirgiin 0,25 mg/L BAP
iceren ortaminda 1,89 cm oldugu kaydedilmistir. 2,00 mg/L. BAP iceren ortaminda ise

en kisa siirgilinler ( 1.30 cm) izlenmistir.

4.2.6. Farkh BAP Ortamda 25 mg/L BAP ile On Muamele Gérmiis ve Gormemis

Eksplantlarindan Siirgiin Rejenerasyon Calismasi

Bu ¢alismada yerfistigimin NC-7 hattin embriyolar hem 25 mg/L BAP igeren hem MS
ortamimnda iki hafta boyunca &én muamele yapilmistir. iki hafta icinde tohumlarda
bliyiime ve embriyodaki organlarin (embriyo ve embriyonik eksen) farklilagmasi
goriilmiistiir. On muamele gdrmiis veya gérmemis tam embriyolar1 ve embriyolardan
elde edilen plumula embriyonik eksen eksplantlar1 in vitro kosullarda izole edilip 1
mg/L BAP iceren veya MS igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir

alindiktan iki hafta sonra 6n muamele gérmiis tiim eksplantlarda hem kallus olusumu
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hem de siirgiin rejenerasyonu goriillmeye baslamistir. Buna karsi, 6n muamele gérmemis
eksplantlarda iki hafta sonra siirgiin olusumu ve dort hafta sonra kallus olusumu
kaydedilmistir. BAP ve MS igeren ortamda 12 hafta beklettikten sonra (Sekil 4,7a,b,c;
4,8a,b; 4,9a,b) sonuglar kaydedilmistir. Denemede tiim eksplantlar ve ortamlarda
100,00%  kallus olusumu ve siirgiin olusumu gozlendigi i¢in varyans analizi

yapilmamistir. Ancak, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirglin uzunluguna ait verilerin

varyans analizine yapilmistir(¢izelge 4.13 ) verilmistir.

Cizelge 4.13. Farkli BAP dozlarinin yerfistigi1 bitkisinin 25 mg/L BAP ile 6n muamele edilmis
plumula eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant basina siirgiin Siirgiin
VK SD sayisi (adet) Uzunlugu (cm)
KO F KO F
Eksplant 5 169,772 12,309** 5,745 20,477**
Hata 12 13,793 - 0,281 -
Genel Toplam 17 - - - -
**Ayni situnda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde Gnemlidir.

Yapilan varyans analizi sonucunda Cizelge 4.14 ‘de gorildiigii gibi eksplant basina
siirglin sayist ve silirglin uzunlugu bakimindan 0,01 diizeyinde ©onemli farklilik
gozlenmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyi belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuglart Cizelge. 4.14 *te verilmistir.

Cizelge 4.14. 25 mg/L BAP ile 6n muamele gormiis ve gérmemis eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Eksplant Basina Siirgiin Siirgiin Uzunlugu (cm)
EKSPLANT Sayisi (adet)
25 MG/L MS 25 MG/L MS
Tam embriyo 16,92° 7,80° 1,30° 4,23
Plumula 25,80 1,67° 0,73 0,47b
Embriyonik 16,37" 15,15 1,20° 0,93°
Eksen

**p<0,01 diizeyinde dnemli
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Sekil 4.7. 25 mg/L BAP ile 6n muamele gérmiis ve gérmemis tam embriyo eksplantlarindan
slirgilin rejenerasyonu

Sekil 4.8. 25 mg/L BAP ile 6n muamele gérmiis ve gormemis plumula eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonu

Sekil 4.9. 25 mg/L BAP ile 6n muamele gormiis ve gormemis embriyonik eksen
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu
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Cizelge 4.14 de gosterdigi gibi denemede 6n muamele gbérmiis veya gérmemis tiim
eksplantlardan 9%100,00 kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu kaydedilmistir.
Sonuglara gére on muamele gérmiis plumula (Sekil 4,7a,b,c) ve tam embriyo (Sekil
4,8a,b) eksplantindan 6n muamele gérmemis eksplantlar gore daha fazla siirgiin elde
edilmistir. On muamele gérmiis tam embriyo eksplantindan én muamele gérmemis
eksplantlar gore iki kat fazla siirgiin elde edilmistir. 25 mg/L BAP ile 6n muamele
gormiis tam embryo eksplantindan 16,92 adet siirgiin elde edilirken 6n muamele
gormemis eksplantindan 7,80 adet siirgiin elde edilmistir. Benzer sekilde, 6n muamele
gormiis Plumula eksplantindan 6n muamele gormemis eksplantindan 15 kat fazla
siirglin kaydedilmistir. 25 mg/LL. BAP ile 6n muamele gérmiis plumula eksplantindan
25,80 adet siirgiin kaydedilirken 6n muamele gérmemis eksplantindan 1,67 adet siirgiin
kaydedilmistir. Buna karsi, 6n muamele gormiis veya gormemis embriyonik eksen
eksplantlar1 arasinda istatistik olarak farki bulunmamistir (Sekil 4,9a,b). Eksplant basina
siirglin sayis1 ise on muamele goérmiis embriyonik eksen ve 6n muamele gérmemis
embriyonik eksen eksplant icin sirastyla 16,37 ve 15,15 olarak kaydedilmistir. Siirgiin
uzunlugu incelendiginde 6n muamele goérmiis veya gérmemis plumula ve embriyonik
eksen eksplantlarin arasinda istatistik olarak fark bulunmazken, tam embriyo eksplant
igin fark bulunmustur. Sonuglara gore en uzun (4,23 cm) siirgiin 6n muamele gérmemis
embriyo eksplantindan elde edilmistir. Diger tiim 6n muamele gérmiis veya géormemis

eksplantlarda siirgiin uzunlugunda istatistik olarak farkliligr bulunmamastir.
4.3. Koklendirme

Tez kapsaminda farkli eksplantlardan elde edilen siirgiinlerin dis kosullarda adaptasyon
saglamak amaciyla 0,25, 0,50, 1,0, 2,0 veya 3,0 mg/L IBA iceren MS ortamlara kiiltiire
ahinmugtir. 1ki hafta sonra siirgiinlerin iizerinde beyazlasma ve daha sonra kok olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.10). IBA igeren ortamda 6 hafta sonra tiim bitkilerde coklu
adventif kok olusumu (Sekil 4.11) gozlemlenmistir. Bitkicikleri adaptasyon igin torf

toprak igeren saksilara sasirtilmistir.
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Sekil 4.10. In vitro kosullarda ¢ogaltilmis Arachis hypogaea (L.) bitkisinin kok olusumun

baslangict

Sekil 4.11. In vitro kosullarda ¢ogaltilmig Arachis hypogaea (L.) bitkisinin adventif kok
olusumu

4.4. Bitkilerin Dis Kosullara Adaptasyonu

Koklendirilmis bitkilerin kdklerine zarar vermemek amaciyla bitkiciklerinden agar i¢in
¢esme suyu ile durulanmistir. Bitkiler daha sonra ilk olarak ¢esme suyu i¢inde 10-15 dk
bekletilmistir. Saksilarda homojenez nem tutmak igin toprak olarak kullanilan torf su ile

beraber karistirilip, saksilara doldurulmustur. Bitkiler torfa aktarildiktan sonra bitkilerin
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nem dengesini Koruyabilmesi ¢ok Onem tasimaktadir ve saksilar seffaf poset ile
kapatilip, iklim odasinda 23+1 °C’te birakilmistir. Bir hafta sonra posetlere delik agilip,
iki hafta sonra posetler tamamen uzaklastirilmistir ve herhangi olumsuz etki gormeden

saglikli sekilde adaptasyonu saglanmustir (Sekil 4.12).

e

Sekil 4.12. In vitro kosullarda ¢ogaltilmis Arachis hypogaea (L.) bitkisinin saksilarda
adaptasyonu

5. TARTISMA

Yer fistig1 (Arachis hypogaea ) ekonomik olarak yiiksek potansiyele sahip baklagiller
familyasindan yazlik tek yillik bir bitkidir. Diinyada yetisen yerfistiklart Virginia,
Espanyol ve Valencia tipi olmak iizere baslica ii¢ grupta toplanip, Ulkemizde Virginia
cesitli, yar1 yatik formlu yerfistiklar1 agirlik kazanmaktadir. Bu tez ¢alismada yerfistig
bitkisinin NC-7 hatlarin farkli eksplantlart ilk olarak BAP hormon ile 6n muamele
yaptiktan sonra diisiik oranda BAP iceren ortaminda kiiltiire alinmistir. Tez kapsaminda

tim ¢alismalar beyaz LED 1s1k altinda gergeklesmistir. LED 1s1k ile in vitro kosullarda
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zor olan bitkilerin rejenerasyonu, ¢imlenme ve metabolit iizerinde son yillarda ¢ok

sayida ¢alismalari izlenmektedir (Karatas ve ark. 2015).

In vitro kosullarda bitkilerin rejenerasyonu igin genel olarak sitokinin hormonlar tek
basina yahut oksin ile beraber ¢ok diisiik miktarda oksin ile beraber kullanilmaktadir.
Ancak, rejenerasyonuna ¢ok inatci bitkiler ic¢in bu uygulamalar yetersiz kalmaktadir.
Ozellikle baklagil bitkilerde rejenerasyon icin son yillarda farkli eksplantlar ilk olarak
yiiksek miktarda sitokinin ile muamele edilip, diisiik oranda sitokinin veya sitokinin-
oksin iceren ortamda daha avantajli sekilde kullanilmaktadir. Daha Once Boriilce
bitkisinin kotiledon eksplantlar1 (Brar ve ark.,1999), tohumlar (Raveendar ve ark.,
2009), plumula (Aasim ve ark., 2009) ve embriyonik eksen eksplantlar1 (Aasim ve ark.,
2010), Nohut bitkisinin tam embryo ve embriyonik eksen (Aasim ve ark., 2011) ve
plumula eksplantlar1 (Aasim ve ark., 2013) ile  mercimek bitkisinin plumula
eksplantinda (Aasim ve ark., 2012) farkli oranda BAP ile yapilan 6n muamele
sonucunda basar1 ile siirglin rejenerasyonu elde edilmistir. Bunun disinda Boriilce
bitkisinin kotiledon bogum eksplantlar1 TDZ ile (Van Le ve ark., 2002) ve miirdiimiik
bitkisinin kotiledon bogum eksplantlar1 de TDZ veya 2iP ile 6n muamele ile daha fazla

stirgiin elde edildigi rapor edilmistir (Barpete ve ark. 2014).

Yerfistig1 bitkisinde ¢ok fazla sayida doku kiiltiirii ¢alismalari bulunmasina ragmen
rejenerasyon yiizdesi ¢ok diisiiktiir. (Hazra ve ark., 1989; Ozias-Akins, 1989; Mckentley
ve ark., 1990; Baker ve Wetzstein, 1992; Eapen ve George 1993; Vajranabhaiah ve ark.,
1993; Baker ve ark., 1994; Venkatachalam ve ark., 1994; Venkatachalam ve ark., 1998;
Little ve ark., 2000; Rani ve Padmaja, 2005). Ancak, karmasik rejenerasyon protokoller
ve diisiik rejenerasyon oldugu icin yeni protokollerin gelistirlmesi yerfistig1 1slah

program i¢in ¢ok dnemlidir.

Tez Kapsaminda yapilan sterilizasyon ¢alismada %25, %50, %75 ve %100 oranlarinda
camagsir suyu 20dk 30dk ve 40dk siire ile uygulanmistir. Bulasik ve ¢imlenme oranlarina
bakildiginda en fazla bulasiksiz ¢imlenmesi (%67,5) %100 ¢amasir suyu ve 40 dk
muamele ile elde edilmistir. Benzer sekilde Trigonella (Aasim ve ark., 2009, 2010),
tiylii (Aasim ve ark., 2011), mercimek (Aasim, 2012), ve nohut (Aasim ve ark., 2013),
bitkilerinde tohum sterilizasyonu i¢in %100 ¢amasir suyu basariyla kullanilmistir.

Ancak, ¢imlenme oraninda farklilik bulunmustur. Trigonella (Aasim ve ark., 2009,
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2010) ve feslegen (Ekmekgi, 2013) bitkilerinde %100 c¢amasir suyu ile muamele
sonucunda MS ortaminda %100 ¢imlenme kaydedilmistir. Bu c¢alismada diisiik
c¢imlenme oraninin sebebi ise tohumlarin kabugunun daha ince olmasi ve c¢amasir

suyunun embriyolarina zarar verdiginden kaynaklandigini diistiniilmektedir.

Tez kapsaminda in vitro kosullarda 6n muamele edilmis embriyolari ve embriyodan
izole edilen plumula, embriyonik eksen ve plumula+embriyonik eksen olmak iizere dort
farkli eksplantlar kullanilmistir. Yerfistig1 bitkisinin farkli eksplantlar1 tohum ve fide
(Vajranabhaiah ve ark., 1993; Venkatachalam ve ark., 1994), olgun kotiledon
(Mckentley ve ark., 1990), olgunlasmamis kotiledon (Eapen ve George 1993; Baker ve
ark., 1994), olgunlasmamis embriyonik eksen (Hazra ve ark., 1989; Ozias-Akins, 1989;
Rani ve Padmaja, 2005), yaprak¢ik (Baker ve  Wetzstein, 1992), hipokotil
(Venkatachalam ve ark., 1998), ve epikotil (Little ve ark., 2000), eksplantlarindan
basiriyla siirgiin rejenerasyon elde edilmsistir. Tez kapsaminda tiim eksplantlar 25 mg/L
BAP ile 6n muamele yapildiktan sonra farkli BAP iceren ortamda kiiltiire alinmistir.
Elde edilen sonuglara gore tiim eksplantlardan ¢oklu siirgiin olusumu izlenmistir. Tiim
eksplantlardan hemen hemen %100 kallus olusumu ve siirglin rejenerasyon elde
edilmistir. Bir bagka ¢alismada plumula+embriyonik eksen eksplantlar1 25 ve 50 mg/L
BAP ile 6n muamele yapildiginda da %100 kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon elde
edilmistir. Benzer seklide, 6n muamele gormiis veya gormemis eksplantlar
kiyaslandiginda da kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonunda farklilik bulunmamastir.
Daha 6nce yapilmis ¢aligmalarinda yerfistiginin in vitro kosullarda ¢ok diisiik oranda
stirgiin rejenerasyon yiizdesi elde edilmesi rapor edilmistir (Sharma ve Anjaiah, 2000;
Shan ve ark 2009; Burns ve ark., 2012; Venkatachalam ve Kavipriya, 2012). Buna
karsi, bu tez kapsaminda yapilan denemelerinde farkli BAP oran ile yapilan 6n
muamele sonucunda %2100 Kkallus olusumu ve siirgiin rejenerasyon sonuglari boriilce
(Aasim ve ark., 2009, 2010) nohut (Aasim ve ark., 2011, 2013),ve mercimek (Aasim ve
ark. 2012) te yapilmis benzer caligmalarina uyum saglanmistir. Benzer sekilde
mirdiimiik bitkisinde 20 mg/L TDZ ile 6n muamele sonucunda %100 siirgiin
rejenerasyon elde edilmistir. (Barpete ve ark. 2014). Buna karsi, farkli sitokinin ile 6n
muamele sonucunda ¢ok diisiik oranda siirgiin rejenerasyonu yerfistigi (Akasaka et al.

2000; Matand ve ark., 2013) ve Lathyrus cicera (Saglam, 2012da rapor edilmistir.
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Eksplant bagina siirgilin sayis1 kiyaslandiginda en fazla siirgiin 25 mg/L 6n muameleden
sonra 1.0 mg/LL BAP iceren ortamda elde edilmistir. Benzer sekilde BAP ile 6n
muameleden sonra eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 1.0 mg/L BAP igeren ortamda
boriilcenin plumula (Aasim ve ark., 2009) ve embriyonik eksen eksplantindan elde
edilmesi rapor edilmistir.

Eksplantlar kiyaslandiginda en fazla siirgiin plumula eksplantindan elde dilmistir.
Plumula eksplanti bezelye (Molnarve ark., 1999), boriilce (Aasim ve ark., 2009),
mercimek (Aasim ve ark., 2012) ve nohut (Aasim ve ark., 2013) gibi bir ¢ok bitkilerde
siirgiin rejenerasyon igin baslariyla ile kullanilmistir. On muamele veya 6n muamele
gormemis eksplantlar kiyaslandiginda 6n muamele daha etkili oldugu ve daha fazla
stiriin verdigi ortaya ¢ikmistir. Benzer sonuglar daha 6nce nohut (Aasim ve ark., 2011,
2013), mercimek (Aasim ve ark., 2012) ve miirdiimiik (Barpete ve ark., 2014) bitkilerde
rapor edilmistir. Bunun sebebi ise ilk asamda yiiksek oranda BAP tarafindan meristem
bolgede hizli ve ¢ok sayida hiicre bdliinmesi olarak kabul edilmistir (Von Arnold ve
Tillberg 1987; Brar ve ark., 1999; Madhulatha ve ark 2004; Aasim ve ark 2009;
Saglam,2012; Aasim ve ark., 2013, Barpete ve ark., 2014).

Buna kars1, 6n muamele sonucunda daha kisa siirgiinler kaydedilmistir. On muamelenin
stirglin uzunlugu iizerinde olumsuz etkisi daha 6nce nohut (Aasim et al. 2011, 2013),
mercimek (Aasim ve ark., 2012) ve miirdiimiik (Barpete ve ark., 2014) bitkisinde rapor
edilmistir. Ortamda BAP orani arttik¢a siirgiin uzunluguna olumsuz sekilde etkilendigi
gostermistir Bu sonuglar daha 6nce 6n muamele yapilmis diger ¢alismalar1 benzerlik
gostermektedir (Aasim ve ark., 2009, 2010, 2011, 2012, 2013; Barpete ve ark., 2014).
Eksplantlar kiyaslandiginda plumula eksplantindan diger eksplantlara gére en uzun
stirglinler elde edilmistir.

In vitro ¢aligmalarda rejenerasyonundan sonra en énemli asamasi koklendirilmesi ve dis
kosullarda adapatasyonudur. Genel olarak, yerfistigi bitkisinin in vitro kosullarda elde
edilen siirgiinlerin koklendirilmesi zor oldugunu rapor edilmistir (Hassan ve ark., 2013).
Tez kapsaminda farkli oranda IBA koklendirme i¢in kullanilmistir. IBA kdklendirmek
i¢cin diger Oksinlere gore daha c¢ok etkili oldugunu bilinmektedir. Bu calismada 6n
muamele olmasma ragmen ¢ok yiiksek oranda kok olusumu gerceklestirilmistir. On
muameleden sonra boriilce (Aasim ve ark., 2009, 2010) ve miirdiimiik (Barpete ve ark.,
2014) bitkilerde kok olusumunda sikint1 goriilmezken, nohut (Aasim ve ark., 2011) ve
mercimek (Aasim ve ark., 2012) bitkilerde diisiik oranda koklenme kaydedilmistir.
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Koklendirilmis bitkilerin koklerinden ilk olarak agar koklere zarar vermeden g¢esme
suyu ile uzaklastirilmistir. Daha sonra, boriilce bitkisinde kullanilan protokol, gibi

(Aasim ve ark., 2009, 2010) ,adaptasyon saglanmustir.

6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan bu ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde

Ozet olarak sonugclar ve Oneriler;

1. Denemede kullanilan yerfistig1 bitkisinin yilizey sterilizasyonu igin %100
camasir suyu (NaOCl) ile 40 dk sterilizasyon sonucunda bulasik orani yok iken
¢imlenme oraninin %67 civarinda bulunmustur.

2. Denemede kullanilan zigotik embriyo, plumula ve embriyonik eksen eksplantlari
25 mg/L BAP ile 6n muamele yapilirken, plumula+embriyonik eksen ise hem 25
hem de 50 mg/L BAP igeren ortamda 15 giin boyunca kiiltiire alinmustir.

3. Tim eksplantlar daha sonra ¢oklu siirgiin rejenerasyon igin 0,25-3,0 mg/L BAP
i¢eren ortamda kiiltlire alinmustir.

4. Tim eksplantlarda %100 kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu
kaydedilmistir.

5. En fazla eksplant basina siirgiin sayist 25 mg/L BAP ile 15 giin boyunca 6n
muamele yaptiktan sonra 1,0 mg/L BAP ortamda kiiltiire alindiginda
kaydedilmistir.

6. On muameleden sonra, tim BAP ortamda en uzun siirgiinler plumula
eksplantindan elde edilmistir.

7. Ortamda BAP orani arttik¢a tiim eksplantlardan elde edilen siirgiin sayisinda
azlama gortilmiistiir.

8. Denemelerde IBA’nin bulundugu ortamlarda kok olusumu kaydedilmistir.

9. Koklendirilmis bitkiler ise basariyla dis kosullarda torf iceren saksilarda
adaptasyon saglanmistir.

Calisma kapsaminda farkli oranlarda camasir suyu ile sterilizasyon yapilip siirgiin
olusumu ve kallus olusumu steril ortamlarda elde edilmis olup farkli oranlarda

hormonlar kullanilarak embriyo gelisimi saglanmistir.
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Diinyada ve iilkemizde yerfistig1 bitkilerin elde edilmesine yonelik calismalar hizla
artmaktadir. Calismalara paralel olarak ekim alanlari da artmaktadir. Yerfisigi bitkisinde
1slah  caligmalarin1  hizlandirmak amaciyla yeni mikro ¢ogaltim yoOntemlerin
gelistirilmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedirler. Bu nedenle Tiirkiye’nin gelecekte 1slah
edilmis  bitkilerden maksimum fayda ile yararlanabilmesi i¢in mikro ¢ogaltim

yontemlerin gelistirilmesine yonelik arastirmalart siirdiirmesi gerekmektedir.
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