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Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI LED ISIKLARDA BACOPA MONNIERI BITKiSININ iN VITRO
KOSULLARDA COGALTIMI

Murat DAZKIRLI

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARATAS
Subat, 2015, 43 sayfa

Bacopa monnieri (Linn) Wettst bitkisinin yan veya adeventif siirgiin olusumu i¢in tam, alt
ve Ust yarim yaprak eksplanti ile siirgiin ucu eksplantlari 0,25, 0,50 ve 1,0 mg/l BAP iceren
MS ortamina kiiltiire alinip, farkli kombinasyonunda kirmizi : mavi (4:1, 3:1, 2:1, 1:1) veya
beyaz LED isiklarinda hizli ¢ogaltim icin c¢alismalar yapilmigtir. Tim BAP igeren
ortamlarda ve kullanilan farkli LED 1siklarda tiim eksplantlarda %100 siiriigiin
rejenerasyonu kaydedilmistir. Siirgiin ucu eksplantindan en fazla siirligiin =~ kirmizi : mavi
LED isiklarindan elde edilirken en diisiik ise beyaz LED altinda kaydedilmistir. Siirgiin
uzunlugu bakiminda tiim eksplantardan en uzun siirgiinler  kirmizizmavi LED 1siklar
altinda kiiltiire alinmig eksplantlarinda tespit edilmistir. BAP oranlarin siirgiin
rejenerasyonu kiyaslandiginda tam ve {ist yaprak eksplantlarinda istatistik olarak her hangi
etki bulunmazken, yarim lamina tabani ve siirgiin ucu eksplantlarinda en fazla siirgiin sayisi
1.0 mg/l BAP igeren ortaminda kaydedilmistir. Tiim eksplantlardan en uzun siirgiinler ise
0.25 mg/l BAP iceren ortaminda elde edilmistir. LED xBAP kiyaslandiginda, tam ve iist
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 {ist yaprak eksplantlarindan
en uzun siirgiinler 1:1 kirmizizmavi +0.25 mg/l BAP iceren ortamindan elde edilmistir.
Ancak, alt yaprak ve siirglin ucu eksplantindan en uzun siirglinler 1:1 kirmizi:zmavi +0.50
mg/l BAP igeren ortaminda elde edilmistir.

Anahtar Kelieler: Bacopa, In vitro LED igiklari, Siirgiin ucu, Yaprak eksplanti



ABSTRACT

Ms Thesis

REPRODUCTION OF THE BACOPA MONNIERI PLANT iN LABORATORY
CONDITIONS UNDER THE DIFFERENT LED LiGHTS

Murat DAZKIRLI

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARATAS
February, 2015, 43 pages

In this study, full, upper and lower half leaf explants and shoot tip explants of Bacopa
monnieri (Linn) Wettst were cultured on MS medium containing 0.25, 0.50 ve 1.0 mg/I
BAP followed by incubated under different combinations of Red:Blue (4:1, 3:1, 2:1, 1:1) or
white LEDs for adventitious or axillary shoot regeneration. 100% shoot regeneration
frequency of all explants were recorded irrespective of BA concentartion or LED lighting
systems. Maximum number of shoots per explant of shoot tip explant were recorded under
1:1 R:B LEDs light, while minimum under white LEDs. BAP concnetartions had
statistically insignificant effects on shoots per explant of full and upper half leaf explant.
Whereas, maximum shoots per explant of lower half leaf and shoot tip explant were
obtainedon MS medium with 1.0 mg/l BAP. However, longer shoots from all explants were
recorded at 0.25 mg/l BAP containing medium. Comparing effects of LEDs x BAP,
maximum number of shoots per explants on full and upper half leaf explant were achieved
on MS medium with white LED+0.25 mg/l BAP. Whereas, lower half leaf explant
generated maximum shoots on MS medium with white LED+1.0 mg/l BAP. Longer shoots
from full and upper half leaf explant were scored on MS medium with 1:1 R:B LED+0.25
mg/l BAP. Whereas, lower half leaf explant generated maximum shoots on MS medium
with 1:1 R:B LED+0.50 mg/l BAP. Regenerated shoots were successfully rooted on MS
medium containing  with 0.25-1.0 mg/l IBA. Rooted plantlets were acclimatised
successfully in the aquariums containing tap water.

Key words: Bacopa, In vitro, LED lights, Shoot tip, Leaf explant
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1. Giris

Akvaryum bitkileri, tropikal ve subtropikal boélgeler dogal yasam ortamlari gosteren
canlilardir (Alpbaz, 1984). Diinya genelde akvaryum bitkilerinin talebinde hizli bir artis
kaydedilmektedir. Avrupa’da Hollanda, Fransa, Cek Cumhuriyeti, Almanya, Macaristan,
Isvigre, Avusturya, Tiirkiye, Letonya ve Estonya su bitkilerini en ¢ok ithal eden ilk on iilke
olarak siralanmaktadir (Karatas ve ark. 2013a). Su bitkileri bir hiicreliden ¢ok hiicreliye kadar
cesitli sekilleri olan ve klorofil igeren anjiyosperm ve gimnosperm canlilerden olugmaktadir.
Birincil treticiler olan bu bitkiler suda bulunan karbondioksiti ve 1s1k enerjisini kullanarak
fotosentez yapmaktadir ve sucul ortamin besin zincirinin ilk halkasi olarak bitkisel kaynaklari

olusturmaktadirlar (Cirik ve ark. 2001, Oztiirk 2002).

Su bitkileri, sulardaki besin aginin alt basamaklari ile daha {ist basamaklar1 arasinda bag
olusturur. Su bocekleri, su kuslari, baliklar, su memeli hayvanlari i¢in korunma, beslenme ve
tireme ortami1 saglar. Beslenmeleri bu bitkilere bagli olan otcul canlilar (6rnegin: Ot sazani,
biiyiikbag sazan ve giimiis sazan gibi otcul baliklar) ve yumurtalarini bu bitkiler {izerine
birakan canlilarin yasamlarini siirdiirmeleri bu bitkilerin varhigima baghdir (Anonim, 2009).
Su bitkileri aym1 zamanda patojen bakterilerin ortamdan uzaklastirilmalarinda rol
oynamaktadirlar. Patojen bakteriler bilindigi gibi asidik ortami tercih ederler. Bitkisel
organizmalar ise ortami baziklestirdigi igin patojen bakterilerin uzaklagmasini saglamaktadir
(Cirik vd., 2011).

Sifal1 bitkiler, tibbi olarak 6nemli bilesiklerin kaynagi olarak ya da geleneksel ilag olarak eski
zamanlardan gliniimiize kadar hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilagelmistir. B.monnieri
Hindistan ve Pakistan’da bir kalp tonigi siiribiinde etkin madde olarak olarak kullanilan bir
tibbi bitkidir (Vijaykumar et al 2010). Icerdikleri alkaloidler, saponinler, flavonoidler,
betulinik asit, stigmastrol, beta-sitosterol ve Bacopa saponinler gibi aktif bilesikler

icerdiklerinden geleneksel tip sisteminde biiyiik neme sahiptir (Ali et al., 1999).

Brahmi olarak bilinen tibbi bitki bir bitki olan Bacopa monnieri (Linn) Wettst, anti-oksidan
(Bhattacharya vd., 2000) anti-depresan (Sairam vd., 2002), antiinflamatuar ve anti-mikrobiyal
etkiler gostermekte (Sairam vd., 2002; Chaudhuri vd., 2004; Channa vd., 2006;), en poliiler
norotonik ve hafiza giiglendirici etkileye de sahiptir (Vollala vd., 2010). Ayrica, rahatlama ile
ilgili fiziksel stireglere yardimci olur ve zihinsel algilamanin artmasina yardimci oldugu
diistiniilmektedir. Bu bitkinin 6zleri hayvanlarda biligsel etkiyi artirdigi bildirilmistir (Stough
vd., 2001; Uabundit vd., 2010). Bu bitkinin etanolik 6zleri kullanim ile farelerin farkli beyin

1



bolgelerinde anti-oksidan enzim aktivitesini artirdigi tespit edilmistir (Bhattacharya, 2000).
Bu etanolik 6zlerin ayrica, skopolamin, elektrosok ve immobilizasyon stresinin amnezik
etkilerini inhibe ettigi ve gorsel islem, 6grenme orani artirdigr olarak bildirilmislerdir (Singh,
1997). Geleneksel olarak 6grenme, hafiza gelisimini artirma ve konsantrasyonu artirmada
beyin tonigi olarak da kullanilmktsdir. Ayirica, epileptik bozukluklari ve anksiyete hastalarina
yardimet olarak da kullanilmistir (Chopra, 1958). Yapilan arastirmalar, anksiyete, epilepsi,
bronsit ve astim, barsak sendromu ve mide tlserleri gibi hastaliklarda Bacopa’nin kullanimi1
desteklemistir (Shakoor et al., 1994). <IL Akil hastaligi, epilepsi, ses kisikhigi, dalak
bliylimesi, yilan sokmasi, romatizma, ciizam, egzama ve halka solucani tedavisinde de
kullanilmaktadir (Basu and Walia, 1994). Yine, 55 yas iizeri olan 98 saglikli insanda B.
monnieri ile yapilan bir g¢alismada, hafizada tutma yeteneginin Onemli Olglide arttigi

goriilmiistiir (Morgan ve Stevens, 2010).

Isik fotosentez mekanizmast 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 boylar1 kirmizi 15181 olustururken,
kisa dalga boylu 1sinlar mor &tesi 1sinlart olusturur. Bitkiler, cesitli dalga boyundaki 1518a
kars1 insanlardan farkl1 bir duyarliliga sahiptir. insan gozii tarafindan goriilebilen 15181 sadece
bir kismi, yani 400 ile 700 nm arasinda dalga boyuna sahip olan 1siklar bitkilerin biiylimesine
(fotosentez) yardimci olur. Buna PAR alan1 denir (PAR = Fotosentetik Aktif Radyasyon).
Giin 1518min kiiresel radyasyonu yaklasik %45'1 400 ile 700 nm arasindadir. Yani, kiiresel
radyasyonun yaklasik %451 PAR'dur. Bir 151k kaynagimin bitkilerin biiylimesinde etkili

olmasi i¢in, miimkiin olan en fazla elektrik enerjisinin PAR'a doniistiirilmesi gerekmektedir.

LED yapay 151k kaynaklarindan en son bulunandandir. P ve N tipi yar iletken katmanlar (Led
¢ipi), yansitict yiizey ve iletken alanlar bir LED’in yapisini olusturmaktadir. LED’in hangi
renkte 151k yaymasi isteniyorsa galyum, arsenit, aliiminyum, fosfat, indiyum, nitrit gibi
kimyasallardan belirli lciilerde yari iletken malzemeye ilave edilir (TUBITAK, 2013).
Isiklandirmada verim maksimum 151k yogunlugunda kalis siiresiyle (Tw) iligkilidir. LED
1siklarda kesikli 151k olmasina ragmen tiibiiler floresan lambalara gore maksimum 1s1k
yogunlugunda kalis siiresi daha yiiksektir (Jao, 2004). Bu nedenle LEDin bitki biliylime ve
gelismesi i¢in olumlu sonuglar olusturacagi diisiiniilerek in vitro ¢alismalarda LED 1s1k
kullanim1 artmaktadir (Li ve ark. 2010). Ayrica bitki biiyiime ve gelismesinde 15181in 6nemi

incelenerek; ozellikle farkli renklerde LED 151k kombinasyonlarimin pamuk bitkisinde bitki



biiylimesi ve siirglin gelisimi lizerinde olumlu sonuglar olusturabilecegi tespit edilmistir. Bitki
doku kiiltiirii ¢aligmalarinda heniiz ¢ok yeni olan LED 1s1k kullaniminin in vitro kiiltiirii zor

olan bir ¢ok bitki ve ¢esit i¢cin de temel olusturacagi diisiiniilmektedir.

Akvaryum bitkilerinin ¢ogaltimi ise geleneksel yontemlerle ¢ogaltim (vejetatif ¢ogaltim),
generatif cogaltim veya biyoteknolojik yontemlerle ¢ogaltim (mikrogogaltim ve doku kiiltiirii
yontemleriyle c¢ogaltim) olarak smiflandirilabilir.  Mikrogogaltim ve doku kiiltiirii
yontemleriyle ¢ogaltim sisteminde in-vitro olarak laboratuar kosullarinda bitkilerin
iretilmesidir. Bitkiler aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik  hiicreler, silispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku,

bitki veya bitkisel iirlinlerin (metabolitler gibi) liretilmesidir.

Tiirkiye’de son otuz bes yildan beri su iiriinleri egitimi ile birlikte su tiriinleri yetistiriciliginde
onemli gelismeler kaydedilmis ve iiretim artmistir, ancak su bitkileri ¢ogaltiminda ve benzer
konularda yeterince gelisme saglanamamis olup, su bitkilerinin yogun iiretimine yonelik
sayill miktarda ¢alismalar bulunmamaktadir. Uretim daha ¢ok amatdrce ve diisiik miktarlarda
yapilmaktadir. Bu nedenle yapilan calismalar dahilinde kisa zamanda daha verimli ve
kontrollii iretimin yapildigi farkli yontemler gelistirmeye calisilmistir. Bu yontemlerden en
onemlisi in-vitro tretimdir. Doku kdltiiri tekniklerini kullanarak yapilan ¢ogaltim (mikro
iretim) gliniimiizde, diinyada 0Ozellikle siis bitkilerinin iiretiminde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci ise B. monnieri bitkisinin in vitro kosullarda ¢ogaltimi i¢in uygun bir
151k kaynagi kullanilarak optimzasyonu ve gelistirilmesiyle beraber yerel kaynaklardan yeterli

miktarda iiretiminin saglanmasi olmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Jenks vd (2000), siis su bitkisi olan Nymphoides indica’ da yaprak sap1 eksplantindan siirgiin
rejenerasyon ¢aligmada 2-1P, BAP ya da Kinetin (0-25 uM) ile IAA veya NAA (0-25 uM)
optimize edilmistir. En yiliksek silirglin rejenerasyonunu (%80) ve eksplant basina siirgiin
sayisini (11.5 adet), 0.56 mM myo-inositol, 1.2 uM thiamine-HCI, 116.8 mM sukroz, 10 uM
BAP, 20 uM TAA ve %0.8 agar igeren MS besin ortamindan tespit etmislerdir.

Oztiirk (2002), Ludwigia sp’nin Yiizey sterilizasyonu igin ilk olarak 15 dk ¢esme suyunda
tutulduktan sonra 9 dk % 20’lik ticari ¢amasir suyuyla muamele edilip, 3 dk 3 kere
durulanmistir.  Ug¢ meristemi, birinci, ikinci ve tgilincii-dordiincii koltukaltt meristem
eksplantlar 4 hafta MS, % 3 sukroz, % 0,8 agar, BAP (0,1, 0,2 ve 0,3 mg/l), TDZ (0,05, 0,1,
0,15 mg/l), NAA (0,1 mg/l) iceren ortamlarda kiiltiire alindiktan sonra 4 hafta boyunca 2 MS
ortamindatutulmustur. En fazla 12,31 adet siirgiin (u¢ meristemi ile 0,05 mg/l TDZ ve
0,Ilmg/l NAA iceren MS besi ortamindan elde edilmistir. Daha sonra 10-20 mm
uzunlugundaki siirgiinler kesilerek 2 MS ortamda koklendirilmistir. Koklenenmis siirgilinler
ise daha sonra basartyla akvaryum ortamina adapte edilmistir.

Yiicel (2008), Ludwigia repens (2n=32) bitkisine iki farkli kolkisin muamelesi ile bitkinin
kromozom sayisimi iki katina cikartarak, 6zelliklerini iyilestirmek ve akvaryumlarda daha
¢ekici goriinmesini ile ilgili calisma yapmistir. Birinci metotta siirgiin ucu ve birinci koltukalti
meristemleri farkl dozlarda kolkisin (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 ve 4.0 mg/I) ve 0.05 mg/1
TDZ+0.5mg/l NAA iceren ortamda muamele edilmistir. Ikinci metodta ise, eksplantlar farkli
oranlardaki kolkisin (250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ve 2000 mg/l) ¢ozeltisine
daldirllarak 30 dk. muamele ettikten sonra 0.05 mg/l TDZ+0.5mg/l NAA igeren
ortaminaaktarmistir. Bir ay sonra gelisen bitkiler, 2 MS ortamina aktarmistir. Tim biiytitiilen
slirglinleri kromozom katlanmasi igin yapilan test sonucunda 500 mg/l kolkisinde 30 dk.
daldirma ile muamele edilip, biiyiimeye alinan birinci koltuk alti meristeminde sitolojik
analizlerle katlanmis kromozom sayist 44 olarak dogrulanmistir. Yaprak ve stoma
boylarindaki fenotipik degisiklikler, morfolojik incelemelerle kromozom sayisindaki artisi
dogrulamstir.

Gasdaska vd (2003) Lemna bitkisinde dort rekombinant proteinler (interferon alfa 2b (IFN),
insan biliylime hormonu (hGH), Fab ve Mab) aktarilarak terapotik protein iiretilmistir. Bu

calismayla seker hastalarinin dogal yollarla tedavisi amaglanmastir.



Moncalean ve ark. (2003), Actinidia deliciosa tiiriiniin siirgiin uglarin1 degisik oranda BAP ile
muamele yapip, seliiloz ile sabitlestirilen MS ortama yerlestirmislerdir. 4,4 uM BAP ile 30
dk, 1 giin, 2 giin, 35 giin muamele edilmis, eksplantlardan gelisen bitkilerin yapraklarinda
Absisik asit, 1AA, Zeatin, Dehidrozeatin Zeatinribosit, Dihidrozeatinribosit, N6
Isopentiladenin, N6 Isopentenil adenosin, oranlarina bakilmistir. Calisma sonucunda endogen
fitohormonlar ve bitkinin gelisimi arasinda bir etkilesim oldugu goriiliirken, en 1yi bitkicikler
4,4 uM BAP ile 1 giin muameleden elde edilmistir. Anthony ve ark. (2004), Leucopocon
verticillatus bitkisinin somatik embriyogenez ile bir rejenerasyonu protokol gelistirmislerdir.
En iyi sonuglar 10 uM TDZ ve 5 uM IAA igeren, %4 Maltoz ve %0,7 agar iceren Gamborg
B5 (6,0 pH) ortamindan elde edilmistir. Embriyolarm 100 pM IBA ile 2-5 giinliikk muamelesi
koklenmeye yardimci olmustur. Agar iceren ortamda gelisen kokler ince ve kirilgan yapiya
sahip oldugu i¢in kum ve arpa ortami kullanilmistir. Bu ortamda %60 oraninda kirilmayan
kokler ve bitkiler elde edilmis ve topraga aktarilmistir.

Keskinkan (2004), tekstil ve metal sanayi atik sularmin ileri arittminda Myriophyllum
spicatum ve Ceratophyllum demersum iceren yapay sulak alanlari kullanilmistir. Tekstil
sanayi sentetik atik suyu i¢in 11,0 mg/l boyar madde, metal sanayi sentetik atik suyu i¢in
sirastyla 0,4 mg/l Zn, 0,2 mg/l lik Cu ve Pb konsantrasyonlari uygulanmistir. Hidrolik
bekletme siireleri 9 ve 18 giin olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, sulak alan sisteminin
boyar maddelerle agir metalleri giderebilecegini ve iyi bir giderim kapasitesi oldugunu
gostermistir. M. spicatum olan akvaryumlarda %91,3-96,8 ve C. Demersum olan
akvaryumlarda ise %92,5-95,4 oraninda boyar madde giderimi goriilmiistiir.

Sumlu (2004), Tiirkiye’de gol ve géletlerde dogal olarak bulunan Nymphaea alba L. (niliifer)
'nin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ve ¢ogaltimi amaciyla yapilan arastirmada tohum
¢imlenmesi % 60 oraninda 1 mg/IBAP ve 0.1 mg/ 1IAA igeren MS besi ortaminda elde
edilmistir. Ancak 5 ay sonra tohumlarin dormansiye girmeleri nedeniyle, tohumla yapilan
calismada MSO ortam1 ve kagit filtre kopriilerine degisik oranlarda GA3, KNO3 ve TDZ
ilave edilerek dormansinin kirilmasina c¢alisilmistir. Sivi TDZ’li ortamlarda kagit filtre
kopriiler lizerinde ¢imlenme elde edilmis olup en fazla ¢imlenme 0,05, 2,00 ve 4,00 mg 1-1
TDZ ilaveli ortamlarda goriilmiistiir. Aydinliga (16 saat aydmlik / 8 saat karanlik) gore oda
sicakliginda karanlikta ¢cimlenen fideciklerde daha fazla boy artis1 kaydedilmistir. 0,05 mg/I
TDZ kullanimi daha ekonomik bulunmus ve ¢imlenen tohumlardan elde edilen bitkicikler

akvaryumlara konulmustur.



Micheli vd (2006), Cryptocoryne becketti, Cryptocoryne lutea ve Rotala rotundifolia nin in
vitro cogaltim caligmalarda sterilizasyon amaciyla %1-1,5 oraninda sodyum hipoklorit
kullanilmistir. En iyi ¢ogaltim 0,5 mg/l NAA ve 1,00 ile 4,00 mg/l BAP igeren LS
ortamindan (Linsmaier ve Skoog 1965) elde edilmistir. 4 mg/l BAP iceren ortamlarda fazla
sayida siirgiin olusumu gozlenirken diisiik sayida kok ve kisa kokler tespit edilmistir. Bitki
adaptasyonu icin bitkiler organik madde, kil ve kum (%1-1-10) icerigiyle hazirlanmis
akvaryumlara aktarilmistir. Adaptasyona c¢alismada en fazla adaptasyon ylizdesi Rotala
rotundifolia’da elde edilirken bu tiirdeki siirgiin ¢ogaltimida fazla olmustur. Cryptocoryne’in
her iki tiirlinde ise ¢ogaltim ile kdklenme ararsinda herhangi bir fark gézlenememistir.
Panigrahi vd (2006), Hygrophila auriculata bitkisinin yaprak eksplantlarindan BAP ve NAA
iceren MS ortamda siirglin rejenerasyonu elde edilirken, kallus yoluyla en iyi siirgiin
rejenerasyonu 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA iceren ortamda goriilmiistiir. 3 cm’den fazla
gelisen siirglinler 0,1 mg/l NAA iceren MS ortamda koklendirildikten sonra % 80’1 basariyla
topraga aktarilmis ve adaptasyon saglanmistir.

Behera ve ark. (2008), Bacopa monnieri (Linn) Wettst bitkisinin in vitro kosullarda ¢ogaltim1
icin siirgiin eksplantlarini farkli oranlarda BAP ve kinetin (0,5 mg/l, 1,0 mg/l, 1,5 mg/l ve 2
mg/l) iceren MS ortaminda 8 hafta boyunca kiiltiire almiglardir. En fazla oranda siirgiin ve
kok rejenerasyonu 2 mg/l BAP+Kin igeren ortamda bogum kisimlarindan elde edilmistir.
Sekiz hafta boyunca in vitro kosullarda biyiitiilen bitkilerin biyokimyasal analizlerinde,
maksimum miktarda primer ve sekonder metabolitlerin varligin1 2 mg/l BAP+Kin i¢eren MS
ortaminda kaydedilmistir. Ayrica 2 mg/l BAP+Kin igeren MS ortaminda, biiyiime oranlarinin
ve biyokimyasal parametrelerin iki ile sekiz hafta arasinda arttig1 da kaydedilmistir.

Sumlu (2009), Rotala macrandra Koehne’nin 1’inci koltukalti ve 2’inci koltukalti
meristem,yaprak, 1’inci ve 2’inci bogum arasi eksplantlar1 agar ve gelrit ile katilagtiran ve
igerisinde sitokinin ve oksin bulunan kati ve sivi ortamlarda kiiltiire alinmistir. En fazla
stirgiin rejenerasyonu (27.33 adet) 1’inci bogum arasi eksplantinda 0.25mg/l BAP-0.50 mg/I
NAA igeren katt MS besi ortamindan elde edilmistir. Buna kars1 sivi kiiltiirde ise 0.25 mg/1
BAP-0.50 mg/l NAA ve 0.50 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda eksplant
tizerinde birer siirgilin rejenerasyonu gozlenmistir. Daha sonra yaprak ve 1’inci bogum arasi
eksplantlariyla Agrobacterium tumefaciens GV2260 P35GUS-INT ve LBA4404 pRGGbar
hatlar1 kullanilarak gen aktarim ¢alismasi yapilmistir. Her iki hatta da degisik oranda GUS
pozitif transgenik aday bitkiler elde edilmistir. Elde edilen tiim rejenere olmus ve transgenik

aday bitkileri akvaryum ortamina adapte edilmistir.
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Sharma ve ark. (2010), Bacopa monnieri (L) Wettst’in ¢ogaltimi i¢in yapilan ¢aligmalarda
yiizey sterilizasyonu i¢in yan tomurcuklari igeren nodal segmentler, %0,1 oraninda civa klorid
ile 5 dk. muamele edilmistir. Daha sonra, 0,2 mg/l BAP igeren yar1 katt MS ortaminda %100
kiiltiirler elde edilmistir. /n vitro kosullarda ¢ogaltilan yan siirgiinler, hizl1 siirgiin ¢cogaltim1
icin 0,2 mg/l BAP igeren MS ortaminda demetler halinde gruplara ayrilarak alt kiiltiire
alimmustir. Rejenere olan siirgiinler, 0,15 mg/l IBA iceren MS ortaminda %100 koklendirilmis
ve koklendirilen bitkiciklerin basariyla adaptasyonu saglanmaistir.

Yenice (2010), Gegici Daldirma Sistem Biyoreaktor ile su mercimegi (Lemna minor L.)
bitkisini farkli oranlarda BAP, kinetin ve TDZ igeren sekerli ve sekersiz sivi MS ortamlarinda
kiiltiire almistir. En fazla bitki ¢ogaltimi1 0,2 mg/l BAP igeren sekersiz sivi MS ortaminda pH
7.23 te goriiliirken, eksplant basina 50.44 adet bitki kaydetmistir. Ayrica 0,05 mg/l kinetin
iceren s1vi MS ortaminda eksplant basina diisen bitki sayist en fazla 57,823 adet ve 0.6 mg/1
TDZ igeren sivi MS ortaminda eksplant basia diisen bitki sayist ise en fazla 50,74 adet
hesaplamistir. Kjeldahl Yontemi ile yapilan azot tayini ¢alismalart sonucunda bitkinin protein
degeri %25,5 olarak tespit etmistir. Hormon uygulamasi sonucunda ise 0,5 mg/l BAP ile
bitkideki protein oraninin %29,18’ e ¢iktig1 gortilmiistiir.

Carter ve Gunawardena (2011), Aponogeton madagascariensis bitkisinde kallustan siirgiin
rejenerasyon elde etmek amaciyla sogan, kok ucu, yaprak sapi1 ve olgunlasmamis c¢icekleri
kullanmiglardir. Pikloram ve TDZ kombinasyonlarin1 igeren ortamlardaki bitki sogan
pargalarindan basariyla kallus olusumu elde edilmesine ragmen siirglin rejenerasyonu
gbzlenmemistir. 2 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA iceren ortamda olgunlasmamis ¢igeklerden hem
kallus olusumu hem de siirgiin rejenerasyonu basariyla elde edilmistir. Denemede kat1 MS
ortaminda rejenere olan siirglinlerin uglart kurumasin diye tlizerlerine sivi MS ortami ilave
edilerek bitki rejenerasyonu saglanmigtir.

Gnanaraj ve ark. (2011), Alternanthera sessilis (L.)’in in vitro kosullarda hizli ¢ogaltim1 igin
siirgiin ucu, yaprak, géovde nodlar1 ve internodlar1 farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime
diizenleyicilerini iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Siirgiin ucu eksplantlarinda, en
yiiksek siirgiin rejenerasyon orani (94,3+0,43) ve eksplant basina en fazla siirglin sayisi
(23,4+0,38) 2,0 mg/l BAP igeren MS ortaminda kaydedilmistir. Nodal eksplantlarda ise en
yiiksek siirgiin rejenerasyon orani (90,4+0,82) ve nod basina en fazla siirgiin sayis (15,2+0,63
adet) 1,5 mg/l BAP igceren MS ortaminda kaydedilmistir. En fazla orandaki kallus olusumu ise
2 mg/l 2,4-D igeren MS ortamindaki yaprak (92,4+0,61) ve internod (88,9+0,83)

eksplantlarindan elde edilmistir. En fazla oranda kok olusumu (97,4+1,36) ve siirgiin basina
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en fazla kokciik sayisi (6,3+0,42) 3 mg/l IBA igceren 2 MS ortaminda elde edilmistir.
Rejenere olan %78 siirgiinlerin adaptasyonu basariyla saglanmistir ().

Stanly vd. (2011), C. wendtii de Wit ve C. beckettii Thwaites ex Trimen tiirlerinin siirgiin
uclarini kullanarak in vitro ortamda ¢ogaltmak icin 0,5 mg/L BA ve 0,2 mg/L IBA igeren sivi
ve agar’liMS besi ortaminda goriilmiistiir. Her iki tiirde de yiiksek c¢oklu siirgiin olusumu,
kiiltiiriin 4. haftasindan sonra sivi ¢oglatma ortaminda goriilmiistiir. En az ¢oklu siirgiin
olusumu ise agar kullanilmis besi ortaminda goriilmiistiir. Ayrica her iki ortamda ve her iki
tirden alinan explantlarda 4. hafta sonunda kok ve yaprak olusumu goriilmiistiir. Bu
calismada, %95’in lizerinde adaptasyon saglanmustir.

Shahzad ve ark. (2011), Veronica anagallis-aquatica L.’nin nodal eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonu i¢in BAP, kinetin ve 2-iP’in 0,1-5,0 puM igeren MS ortaminda kiiltiire
almislardir. Ayrica farkli oranlarda BAP (0,1-5,0 uM) iceren s1ivi MS ortaminda da denemeler
yapilmistir. En fazla siirgiin sayist (43,7+1,85) ve siirgiin uzunlugu (5,0+0,25) 0,5 uM BAP
iceren katt MS ortaminda elde edilmistir. Elde edilen siirgiinlerin koklendirmesi i¢in 0,1-2,0
uM IBA ve NAA iceren MS ve 2 MS ortamlarina aktarilmistir. En fazla kék olusumu 0,5 uM
NAA igeren MS ve 2 MS ortamlarinda kaydedilmistir. Koklendirilen bitkilerin %80 oraninda
adaptasyonu gergeklestirilmistir.

Banerjee ve Shrivastava (2012), Bacopa monnieri (L.)’nin doku kiiltiirii i¢in 2,5 cm’lik
bogum arasi eksplantlart 0,5-2 mg/l BAP veya kinetin iceren MS veya 2 MS ortaminda tek
veya kombinasyonlarini olarak kullanilmistir. 3 hafta sonra en fazla siirgiin rejenerasyonu ve
stirgiin sayist 1,0 mg/l BAP+0,5 mg/l Kin igeren MS besin ortaminda kaydedilmistir. En fazla
kok olusumu 0,15 mg/l NAA iceren sivi MS ortaminda kaydedilmis olup, basariyla adapte
edilmistir.

Dandin ve Murthy (2012), 1, 2, 5 ve 10 uM BAP, kinetin veya 2-iP igeren siv1 ve yar1 kati
besin ortaminda Nothapodytes nimmoniana bitkisinin nodal eksplantlarini kullanarak in vitro
cogaltim caligmas1 yapmiglardir. En fazla siirgiin sayisi, 2,0 uM BAP igeren siv1 (165,9 adet)
ve kat1 (41,9 adet) ortamdan elde edilmistir.

Karatas ve ark. (2012a), Ceratophyllum demersum L. bitkisi ile ilgili sterilizasyon ¢aligmada
ilk olarak 15 dk. ¢esme suyunun altinda bekletilmis ve ardindan bitkinin {ist govdeleri izole
edilerek ¢esitli oranlarda ve siirede hidrojen peroksit (H,O;) ve ticari ¢camasir suyu (NaOCI-
ACE) ile muamele edilmistir. Daha sonra bitki pargalarma 5 dk. siireyle 3 kere durulama
islemi uygulanmistir. En iyi sonu¢ 7 dk. %5’lik hidrojen peroksit ile muamele edilen

eksplantlardan elde edilmistir. Karatas ve ark. (2012b), R. rotundifolia’nin yiizey
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sterilizasyonu i¢in hidrojen peroksit kullanilmis olup, yaprak eksplantlar1 farkli oranlarda
BAP igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin sayis1 1,00 mg/l BAP igceren
ortamda ve en fazla siirgiin uzunlugu ise 0,50 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilmistir. BAP
igeren ortamda kok olusumu da saglandig i¢in, dis kosullara adaptasyonu saglanmistir.
Karatas ve ark. (2012¢), H. polysperma (Roxb.) T. nin in vitro ¢ogaltim i¢in%30 H,0, ile
sterilizasyon yapildiktan sonra siirgiin ucu eksplantt diisiik orandaki BAP (0,05, 0,10, 0,15,
0,20 mg/1) igeren s1vi MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Dort hafta sonra, eksplantlar farkli
oranda GA3z (0,50, 1,00, 1,50 mg/l) igeren sivi ortamlarda siirgiin uzamasi igin kiiltiire
alimmistir. GA3 igeren ortamlarda bitki iizerinde kok olusumu da gdzlenmistir. Elde edilen
bitkicikler basariyla akvaryum kosullarina adapte edilmistir.

Cift¢ioglu (2013), Rotala rotundifolia’nin yaprak, silirgiin ucu, birinci ve ikinci koltukalti
meristemlerinden in vitro ¢ogaltim igin sivi veya agar iceren MS ortamda i¢in BAP, TDZ,
kinetin ve GAj3’in farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Siirgiin ucu eksplantindan 0,05 mg/1
TDZ’ nin kullanildigt MS ortamda, eksplant basina 59,67 adet siirgiin meydana gelmistir.
Elde edilen 4-5 cm uzunlugundaki siirgiinler farkli pH‘larda (4,0-10,0 ) kiiltiire alinmustir.
Dort hafta sonra pH 4,0°teki ortamda bulunan tiim bitkiler 6lmistiir. Ancak, pH 8,0-9,0’daki
diger bitkilerde biiylime gozlenmis olup, rejenerasyon ortami bakimindan bu ortamin uygun
oldugu kaydedilmistir.

Dogan (2013), C. demersum un ylizey sterilizasyonu i¢in en uygun steril eksplantlar, %5’lik
H20, ile 7 dk muamele ile elde edilmistir. Siirgilin rejenerasyonu amactyla siirgiin ucu, birinci
ve ikinci koltukalti meristem eksplantlari, farkli oranlarda sitokininleri (BAP, TDZ, kinetin ve
GA3) tek olarak ya da farkli oranlarda oksinlerle (IBA ve NAA) birlikte iceren agarla
katilagtirilmis ya da sivi MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Agarla katilastirilan
ortamlarda eksplant basina siirgiin sayist en fazla (61,92 adet) 0,10 mg/l TDZ+0,10 mg/l
IBA+0,10 mg/l GA; kombinasyonlarini igeren MS besi ortaminda siirgiin ucu meristem
eksplantlarindan elde edilmistir. S1vi ortamlarda ise (204,33 adet) 0,40 mg/l BAP igeren besi
ortaminda ikinci koltukaltt meristem eksplantlarindan elde edilmistir. C. demersum dogal
ortamda kokstiz bir bitki olmasindan dolayi, su ortamina %100 adaptasyon saglanmistir.
Karatas ve ark. (2013), Bacopa monnieri nin adventif slirgiin olusumu i¢in nodal eksplantlar
ve yaprak eksplantlart BAP-NAA igeren ortamlarda kiiltiire almiglardir. Her iki eksplantta en
fazla eksplant basina siirgiin sayis1 0,25 mg/l BAP+0,25 mg/l NAA iceren MS ortamlarinda

elde edilmistir. Yaprak eksplanttan elde edilen siirgiinler diger eksplantlardan elde edilenlere



gore daha uzun olarak kaydedilmistir. Elde edilen siirgilinler basariyla 4,0-10,0 pH iceren suda
adaptasyon saglarken, pH’1 8,0 olarak ayarlanan su en uygun olarak bulunmustur.

Cmar (2013), H. polysperma bitkisinin 3-5 cm’lik govdeleri alinarak H,O, ile sterilizasyon
saglandiktan sonra izole edilen siirgiin ucu, birinci koltukalt1 meristemi ve yaprak eksplantlari
BAP, TDZ, kinetin ve IBA’nin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarinda kiiltiire
alimmistir. Agar ile katilastirilmis ortamlarda en fazla (31,00 adet) eksplant basina siirgiin
sayisl, siirgiin ucu eksplantindan kinetin igeren ortamda elde edilirken, en az eksplant basina
stirgiin sayist (1,33 adet) yine kinetin igeren ortamda yaprak eksplantinda saptanmistir. Sivi
ortamlarda ise en fazla eksplant basina siirgiin sayist (25,33 adet) slirglin ucu eksplantinda
gozlenirken, en az eksplant basina siirgiin sayis1 yaprak eksplantindan elde edilmistir.
Rejenere olan siirgiinler 0,20-1,00 mg/l IBA iceren ortamlarda koklendirildikten sonra
akvaryumlarda basariyla adaptasyonu saglanmistir. Koklenmis bitkiler farkli pH’larda su
iceren cam kavanozlara alinmis, biiyiime ve gelisme i¢in en uygun pH’in 7,0-9,0 oldugu

saptanmistir.

10



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneme Yeri

Proje kapsaminda yapilan in vitro ¢ogaltim ¢alismalari Karamanoglu Mehmetbey
Universitesi, Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuarinda,
gerceklestirilmistir.

3.2. Bitki Materyali

B. monnieri bitkileri Do¢. Dr. Muhammed Aasim, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi,

Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimiinden temin edilmistir.

Sekil 3.1. B. monnieri bitkisinin bir gériintiisii
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3.3. Biiyiime Ortamlan ve Kiiltiir Kosullar

Tez kapsaminda %3 sukroz iceren ve %0.65’lik agar (type A, Sigma) ile katilastirilan temel
besin ortami olarak MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962; Cizelge 3.1)
(MSO) kullanilmistir. Ortam hazirlamak i¢in distile saf su kullanilmis olup, gerektiginde
besin ortamina farkli konstrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri olarak 0.25-1.0 mg/l 6
Benzilaminopiirin (BAP) ilave edilmistir. Eksplantlar iizerinde endogenik bakteri
kontaminasyonu Onlemek amaciyla in vitro kosullarda agar ile katilagtiritlmis ortaminda 500

mg/l Duocid (Genis spektriimlii antibiyotik) de ilave edilmistir.

Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan makro mikro elementler ve
vaitaminlerin konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)

NH;NO; 1650,000
KNO; 1900,000

Makro Elementler CaCl,.2H,0 440,000
MgS0O,.7H,0 370,000
KH,PO, 170,000
Kl 0,830
H3;BO3 6,200
MnS0O,.4H,0 22,300
ZnS0O,.7H,0 8,600

Mikro Elementler Na,M00,.2H,0 0,250
FeS0,.7H,0 27,850
CoCl,.6H,0 0,025
CuS0,4.5H,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

Besin ortaminin pH’s1 IN NaOH ya da 1IN HCI kullanilarak 5.8+0.1’e ayarlandiktan sonra
1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dk. tutularak sterilizasyon saglanmistir. Tim
kiltirler farkli LED igiklar (kirmizi:mavi) kombinasyon veya beyaz LED (Sekil 3.1) isik
altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24+ 1°C sicaklikta tutulmuslardir.
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-------a-

Sekil 3.2. B. monnier bitkisinin in vitro kosullarda siirglin rejenerasyon igin kullanilan LED
1siklart (a) 4:1 (b) 3:1 (¢) 2:1 (d) 1:1 ve (e) beyaz LED
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3.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Hazirlamasi1 ve Muhafazasi

Bitki biiyiime diizenleyicileri, uygun ¢oziiciilerle ¢oziildiikkten sonra 1 mg/ml oraninda stok
solusyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan stok solusyonlari 4 °C veya -20 °C sicaklikta
saklanmistir (Cizelge 3.2). Biiyiime diizenleyicilerinden BAP otoklavda steril edilmeden ve
kinetin ise otoklavda ortamlar: steril edildikten sonra 40-45 °C de ilave edilmistir (Cizelge
3.2.). Denmelerde kullanilan antibiyotik (Duocid) ise 100 mg/ml oraninda stok soliisyonu

olarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan biiyiime diizenleyici ve antibiyotik ¢oziiciileri, stok konsantrasyonu ve
saklama kosullar1

Bitki biiyiime Coziicii Stok Sterilizasyon | Saklama
diizenleyicileri konsantrasyonu sekli kosullar1
(mg/ml) o)
Sitokininler
BAP 1N NaOH 1/1 Otoklav 4
Oksin
IBA 1N NaOH 1/1 Otoklav 4
Antibiyotik
Duocid dH,0 100/1 Steril tpz -20
sekilde satilir-

3.5. Bacopa monnieri Bitkisinin Yiizey Sterilizasyonu

Bacopa bitkisinin yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin saglanacagi en diislik
dezenfektan dozu belirlenmeye ¢alisilmistir. Bitki, sterilizasyondan 6nce tlizerindeki kalintilar
uzaklastirmak i¢in 15 dk. akan ¢esme suyunun altinda tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu
amaciyla ticari ¢camasir suyu (Ace) ve H2O, kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra
eksplantlar steril saf su ile 3 kez 5’er dk. durulanmustir. Steril edilen eksplantlar (ug¢ ve

koltukalt1 meristemleri) yine steril petri kaplari icerisinde %3 sukroz iceren ve %0.65 agar ile
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katilastirilan MS besin ortaminda 24 + 1°C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda

kiltiire alinmistir.

3.6. Eksplant izolasyonu

Sterilizasyon sonucunda elde edilen bulasiksiz govdelerden tam yaprak, alt ve yarim lamina
iistii ile siirgiin ucu eksplantlar eksplantlar1 (Sekil 3.2) izole edilerek kiiliire alinmistir. Biitlin

doku kiiltiirii caligmalari steril kabin icerisinde aseptik kosullarda yapilmistir. kaydedilmistir.

Alt Lamina SurgunUcu

Sekil 3.3. B. monnieri bitkisinden izole edilen eksplantlari
3.7. Rejenere Olan Bacopa Siirgiinlerinin Koklendirilmesi ve Adaptasyon

10-20 mm uzunlugundaki rejenere olan siirgiinler in vitro kosullarda kesilerek “steril Magenta
GA7 iginde 0.25, 0.50, 0.75 veya 1.0 mg/l IBA iceren MS ortaminda 4 hafta boyunca
koklendirmeye alinmistir. Daha sonra koklenen siirgiinler su (akvaryum) ortamina adapte
edilmistir. Suyun pH’s1 7 ve sicakhig1 24°C + 2° C’de tutularak 16 saat 151k fotoperiyodunda

gelismeye birakilmistir. Kavanozun dibine 1-2 cm yiiksekliginde ince kum yerlestirilmistir.
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3.8. Istatistiksel Degerlendirmeler

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup her muamele, igerisinde 4
adet eksplantin bulundugu 6 tekerriirlii olarak cam petrilerden (10 x 100 mm) olusmustur.
Elde edilen veriler “SPSS 20 for Windows’’ programi yardimiyla varyans analizine tabi
tutulmus, muamele ortamlarini karsilastirmak amaciyla Duncan testi kullanilmistir. Yiizde
degerler, istatistik analizinden Once arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran

1967).
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. In vitro Kosullarda B. monnieri Bitkisinin Cogaltim Calismasi

4.1.1. B. monnieri Bitksinin In vitro Yiizey Sterilizasyon Calismalari

B. monnieri bitkisinin yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin saglanacagi en diisiik
dezenfektan dozu belirlenmeye i¢in ¢alismalar yapilmistir. 1-3 cm lik govdeler ¢esme suyu
altinda 5 dk yikandiktan sonra Karatas ve ark. (2013) tarafindan verilen protokdlii
kullanilarak %60 hidrojen peroksit (H20,) ile yiizey sterilizasyon yapilmigtir. Daha sonra
govdeler 3 kez 5’er dk. steril saf su ile durulama islemi uygulanmistir. Yiizey
sterilizasyondan sonra yaprak ve siirgiin ucu eksplantlar in vitro kosullarda izole edilerek
MSO ortamina aktarilmistir. 2 hafta sonra bulasiksiz yaprak, alt ve yarim lamina iistii ve
sirglin ucu eksplantlar (Sekil 4.1) in vitro siirgiin rejenerasyon c¢alismalar igin

kullanilmistir.

Sekil 4.1. Yiizey steririlizasyonundan sonra elde edilen eksplantlar
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4.1.2. Farkhh LED isiklar1 ve BAP dozlarinin B. monnieri’nin Lamina eksplantindan

siirgiin rejenerasyonu

B. monnieri  bitkisinin adventif siirgiin olusumu gergeklestirilmek amaciyla lamina
eksplantlar1 farkli BAP (0.25, 0.50 ve 1.00 mg/l) ve 500 mg/l Duocid iceren MS besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Daha sonra eksplantlar iklim odasinda farkli LED (4:1, 3:1, 2:1,
1.1 kirmizi:mavi ve beyaz) 1siklar altinda birakilmistir. 1ki hafta sonra eksplantlar iizerinde
adventif siirlign olusumu (Sekil 4.2a) goriilmeye baslamistir. Dort hafta sonra, tiim eksplantlar
tizerinde belirgin sekilde siirglinler (Sekil 4.2b) kaydedilmistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 4.2¢)
eksplant bagina siirgiin sayist ve siirgin uzunlugu ile ilgil verileri varyans analizine tabi
tutulmustur (Cizelge 4.1). Siirgiin rejenerasyon yiizdesi %100 oldugu i¢in varyans analizine

tabi tutulmamustir.

Cizelge 4.1. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarmin B. monnieri bitkisinin lamina
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Basina siirgiin Siirgiin uzunlugu

VK SD sayisi (adet) (cm)

KO F KO F
Isik 4 91,70 5,61** 0,46 7,76
Ortam 2 0,65 0,0406s 0,47 7,93**
Isik x Ortam 8 33,43 2,04** 0,15 2,58**
Hata 30 16,36 - 0,06 -
Genel toplam 44 - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.1’de goriildiigi gibi eksplant basina siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu LED
1siklarinin altinda P< 0.01 diizeyinde onemli farklilig1 gostermistir. BAP dozlar1 bakimindan
stirglin sayis1 arasinda dnemli farkliklar1 bulunmazken, siirgiin uzunlugu bakimindan (p<0,01
diizeyinde) onemli farklilik goriilmiistiir. LED XBAP interaksiyonu hem siirglin sayisi
bakimindan hem de siirgiin uzunlugu bakimida (p<0,01 diizeyinde etkilesimgostermistir. Bu
etkilesimin dnem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2 ve

4.3’te verilmistir.
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Denemde kullanilan 1siklarin etkileri (Cizelge 4.2) bakildiginda beyaz 15181 kirmizi:mavi
kombinasyonundan daha iyi oldugunu tespit edilmistir. Farkli kirmizi:mavi kombinasyon
(4:1, 3:1, 2:1 ve 1:1) arasinda istatistik olarak her hangi farklilig1 kaydedilmemistir. Eksplant
basina siirgiin sayis1 13.58-21.56 adet arasinda kaydedilirken en fazla 21.56 adet siirgiin beyaz
151k altinda elde edilmistir. Denemede kullanilan BAP oranlarinin siirgiin sayisina etkileri

onemsiz bulunurken, 16.13-16.55 arasinda degismistir (Cizelge 4.2).

Sekil 4.2. Farkli LED 1siklarinin ve BAP dozlarinin lamina eksplantindan siirgiin rejenrasyon
olusumu (a) iki hafta (b) dort hafta ve (c) on hafta sonra gelisen slirgiinlerin sematik
goruntiisu
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eksplantindan eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Cizelge 4.2. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarmin B. monnieri bitkisinin lamina

Isik BAP
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l) Ortalama

4:1 12,67cd 17,08abcd 17,17abcd 15,64b

3:1 15,67bcd 16,83abcd 9,67d 14,06b

2:1 14,50bcd 16,00bcd 20,00abc 16,83b

1:1 13,83bcd 10,33d 16,58abcd 13,58b
Beyaz 24,00a 21,33ab 19,33abc 21,56a

Ortalama 16,13 16,32 16,55

** Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda farkliligi Duncan testine gore
p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.

LED x BAP interaksiyonu bakiminda siirgiin sayist 9.67-24.00 arasinda kaydedilmistir. En
fazla eksplant basina siirglin 0.25 mg/l BAP ve beyaz 1sikr kullanilarak elde edilmistir. En
diisiik 9.67 (Cizelge 4.2) eksplant basina siirgiin sayist ise 3:1 LED 151k ve 1.00 mg/l BAP
kombinasyonu kullanilarak kaydedilmistir. Genel olarak, denemede en fazla eksplant basina

siirgiin beyaz LEDxBAP interaksiyonu ile elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarmm B. monnieri bitkisinin lamina

eksplantindan siirglin uzunluguna etkisi

Isik BAP
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l) Ortalama
4:1 1,92a 1,43bcd 1,19de 1,51b
3:1 1,87abc 1,43bcd 0,94e 1,42b
2:1 1,50abcd 1,47abcd 1,53abcd 1,50b
1:1 1,90ab 1,90ab 1,83abc 1,88a
Beyaz 1,27de 1,33de 1,18de 1,26b
Ortalama 1,69a 1,51ab 1,34b

Onemlidir.

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar
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Cizelge 4.3 bakildiginda farkli kirmizi:mavi LED kombinasyonlarindan beyaz LED isiklara
gore daha uzun siirgiinler kaydedilmistir. En wuzun siirglin (1.88 cm) ise 1:1
kombinasyonundan elde edilirken, en kisa siirgiin (1.26 cm) beyaz 1sikdakaydedilmistir. BAP
dozlar1 incelendiginde siirgiin uzunlugu 1.34-1.69 cm arasinda kaydedilmistir. En uzun
stirgiin 0.25 mg/l BAP iceren ortamda kaydedilirken en kisa siirgin 1.00 mg/l BAP iceren
ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.3). Ortamda BAP oraninin fazla olmasiin siirgiin

uzunlugunun azalmasina neden oldugu tespit edilmistir.

LED xBAP interaksiyonu bakiminda siirgiin uzunlugu 0.94-1.92 c¢m arasinda degismistir. En
uzun (1.92) siirgiin 0.25 mg/l BAP ve 4:1 kirmizi:zmavi LED 1siklar altinda saptanmistir. En
kisa (0.94 cm) siirgiin ise 3:1 LED 151k ve 1.00 mg/l BAP kombinasyonunda (Cizelge 4.3)
gozlenmistir. Genel olarak, beyaz LEDxBAP dan interaksiyonu daha kisa siirgiin elde
edilmigtir. Tim BAP dozlarda en uzun siirgiinler 1:1 kirmizi:mavi kombinasyonu ile elde

edilmistir.

Elde edilen siirgiinler ise IBA igeren MS ortamda koklendirildikten sonra adaptasyonuna

alinmustir.

4.1.3. Farkhh LED isiklar1 ve BAP dozlarmmin B. monnieri’nin Lamina eksplantindan

siirgiin rejenerasyonu

B. monnieri bitkisinin yapraklarindan kesilmis yarim lamina tabani eksplantlari farklit BAP
konsantrasyonu (0.25, 0.50 ve 1.00 mg/l) ve 500 mg/l Duocid igeren MS besin ortaminda
kiiltiire alinip, iklim odasinda farkli LED (4:1, 3:1, 2:1, 1.1 kirmizizmavi ve beyaz) 1siklar
altinda tutulmustur. Dort hafta sonra, tiim eksplantlarda belirgin sekilde siirgiin uclar ile
siirglin olusumu (Sekil 4.3a) gozlenmistir. Sekiz hafta sonra (Sekil 4.3b), eksplant basina
siirglin sayist ve slirgiin uzunlugu verileri alinip, varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge

4.4). Siirgiin rejenerasyon yiizdesi %100 oldugu i¢in varyans analizine tabi tutulmamastir.
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Cizelge 4.4. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarinin B. monnieri

tabani eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

bitkisinin yarim lamina

Eksplant Basina Siirgiin Siirgiin Uzunlugu

VK SD Sayisi (adet) (cm)

KO F KO F
Isik 4 56,40 4,65** 1,01 16,06**
Ortam 2 27,20 2,24% 0,39 6,17**
Isik x Ortam 8 131,59 10,84** 0,30 3,63**
Hata 30 12,14 - 0,06 -
Genel toplam 44 - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.4’te goriildigi gibi eksplant basina siirglin sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan
LED isiklari, BAP dozlart ve LEDxBAP interaksiyonu p<0,01 diizeyinde farklilik
gostermistir. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.5 ve 4.6’te verilmistir.

Sekil 4.3. Farkli LED isiklarinin ve BAP dozlarmin yarim lamina tabani eksplantindan
siirglin rejenrasyon olusumu (a) dort hafta ve (b) on hafta sonra siirgiin rejenerasyon olusumu
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Cizelge 4.5. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarinin B. monnieri bitkisinin yarim lamina
tabani eksplantindan eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Isik BAP Ortalama
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l)

4:1 12,92de 25,92a 13,42cde 17,42a

3:1 22,67ab 23,00ab 14,93cde 20,20a

2:1 16,50bcde 18,33bcd 17,83bcd 17,56a

1:1 6,33f 15,17cde 19,83abc 13,78b
Beyaz 22,33ab 10,67ef 25,58a 19,53a

Ortalama 16,15b 18,62a 18,32a

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

Cizelge 4.5 incelendiginde farkli LED isiklarin etkileri bakildiginda 4:1, 3:1 ve 2:1
kirmizi:mavi kombinasyon ile beyaz 1s1ik arasinda istatistik olarak (p<0,01) ayni1 bulunurken,
17.56-20.20 arasinda kaydedilmistir. Ote yandan, en diisiik 13,78 adet (Cizelge 4.5) eksplant

basina siirlign sayisi ise 1:1 kirmizi:mavi kombinasyonundan elde edilmistir.

Denemede kullanilan BAP oranlarmin siirgiin sayisina etkileri incelendiginde 6nemli (p<0,01)
bulunurken, 16,15-18,62 arasinda kaydedilmistir. En diisiik siirgiin sayist ise 0.25 mg/l BAP
iceren ortamdan elde edilirken, 0.50 ve 1.0 mg/l BAP iceren ortamdan istatistik olarak

(p<0,01) fark bulunmazken sirasiyla 18,62 ve 18,32 olarak kaydedilmisti (Cizelge 4.5).

LEDXBAP interaksiyonu bakiminda siirglin sayis1 6,33-25,92 arasinda goriilmiistiir.
kaydedilrken, en fazla 25,92 adet eksplant bagina siirgiin 0,50 mg/l BAP ve 4:1 kirmizi:mavi
kombinasyonndan elde edilmistir. Buna kars1 en diisiikk 6,33 adet eksplant basina siirgiin ise
1:1 kirmizizmavi LED 151k ve 0,25 mg/l BAP kombinasyonu kullanilarak kaydedilmistir
(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.6. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarinin B. monnieri bitkisinin yarim lamina
tabani eksplantindan siirgiin uzunluguna etkisi

Isik BAP Ortalama
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l)

4:1 1,37e 1,43de 1,34e 1,38¢c

3:1 1,38e 1,45de 0,86f 1,23c

2:1 2,05ab 1,61bcde 1,40de 1,69b

1:1 2,00abc 2,11a 1,87abcd 1,99a
Beyaz 1,58cde 0,70f 1,33e 1,21c

Ortalama 1,68a 1,46b 1,36b

**Aynt siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde
onemlidir.

Cizelge 4.6 bakildiginda farkli kirmizi:mavi LED kombinasyonlar1 ve beyaz LED isiklarin

stirglin uzunluguna 6nemli sekilde etkilesim gostermistir. Daha yogun mavi 1siklarinda daha

uzun siirgiin kydedilmistir. En uzun 1.99 cm ve 1.69 cm siirgilinler ise sirastyla 1:1 ve 2:1

kirmizi:mavi LED kombinasyonlarinda elde edilmistir. 4:1, 3:1 ve beyaz 1siklarda ise sirasiyla

1,38, 1,23 ve 1,21 cm uzunlugu kaydedilmistir (Cizelge 4.6).

BAP dozlan incelendiginde stirgiin uzunlugu 1,36-1.68 cm arasinda kaydedilirken, en uzun
(1,68 cm) siirgiin 0.25 mg/l BAP iceren ortamda kaydedilmistir. Ortamda BAP oraninin fazla
olmasinin siirglin uzunlugunun azalmasina neden oldugu tespit edilirken, en kisa siiriigiin

(1,36 cm) 1.0 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.6).

LED xBAP interaksiyonu bakildiginda siirgiin uzunlugu 0,70-2,11 cm arasinda kaydedilmistir.
En uzun 2,11 cm siirgiin ise 0,50 mg/l BAP ve 1:1 kirmizizmavi kombinasyonndan elde
edilmistir. Buna karsi en kisa 0,70 cm siriign ise 0,50 mg/l BAP ve beyaz LED
kombinasyonu ile ortaya cikmistir (Cizelge 4.6). Genel olarak 1:1 kirmizi:mavi

kombinasyonu ile tim BAP ortamlarda en uzun siirgiin elde edilmistir.

Elde edilen siirglinler ise IBA iceren MS ortamda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmastir.
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4.1.4. Farkh LED isiklar1 ve BAP dozlarnmin B. monnieri’nin yarim lamina iistii

eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

B. monnieri bitkisinin yarim lamina iistii ekspalntindan adventif siiriigiin olusumu elde
etmek amaciyla yapilan ¢alismada eksplantlar farkli BAP konsantrasyonu (0.25, 0.50 ve 1.00
mg/l) ve 500 mg/l Duocid iceren MS besin ortaminda kiiltiire aldiktan sonra iklim odasinda
farklhh LED (4:1, 3:1, 2:1, 1.1 kirmizi:mavi ve beyaz) isiklar altinda birakilmistir.
Eksplantlarin kenarlardan iki hafta i¢inde siirgiin olusumu (Sekil 4.4a) baslarken, dort hafta
sonucunda belirgin sekilde tiim eksplantlarda (%100) siirgiin uglart ile siirglin olusumu (Sekil
4.4b) goriilmiistiir. Sekiz hafta sonra (Sekil 4.4c), eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunlugu verileri varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.7). Siirgiin rejenerasyon

yiizdesi %100 oldugu i¢in varyans analizi yapilmamuigtir.

Cizelge 4.7. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarimin B. monnieri bitkisinin yarim lamina tistii
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Basina siirgiin Siirgiin uzunlugu

VK SD sayisi (adet) (cm)

KO F KO F
Isik 4 236,04 26,53** 0,82 5,89**
Ortam 2 9,40 1,06% 1,68 12,16**
Isik x Ortam 8 81,33 9,14** 0,28 2,02**
Hata 30 8,90 - 0,14 -
Genel toplam 44 - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.7°de gosterildigi gibi eksplant basina siirgiin sayisi ve silirgiin uzunlugu LED
1siklarinin p<0,01 diizeyinde 6nemli kaydedilmistir. BAP dozlar1 bakimindan ise siirgiin
sayist onemli bulunmazken, siirgiin uzunlugu p<0,01 diizeyinde etkilesim kaydedilmistir.
LED*BAP interaksiyonu hem siirgiin sayis1t hem de siirgiin uzunluguna p<0,01 diizeyinde
onemli etkilesin yapmistir. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.8 ve 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli LED 1siklarinin ve BAP dozlarinin yarim lamina iistii eksplantindan siirgiin
rejenrasyonu(a) iki hafta (b) dort hafta ve (c) on hafta sonra siirgiin rejenerasyon olusumuna
ait deneme sonuglarin sematik goriintiisii

Cizelge 4.8. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarimin B. monnieri bitkisinin yarim lamina {stii
eksplantindan eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Isik BAP Ortalama
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l)

4:1 15,83de 17,83cd 26,17ab 19,94b

31 19,25cd 18,00cd 15,08de 17,44bc

2:1 12,25ef 19,33cd 15,67de 15,75¢

1:1 21,58bc 8,50f 7,33f 12,47d
Beyaz 27,33a 26,33ab 24,67ab 26,11a

Ortalama 19,25 18,00 17,78

**Ayni siitunda farkli harflerle gdsterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde énemlidir.
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Cizelge 4.8°de goriildiigii gibi farkli LED 1siklarin etkileri istatistik olarak (p<0,01) énemli
fark gosterirken 12.47-26,11 arasinda kaydedilmistir. En fazla 26,11 adet siirglin beyaz LED
altinda elde edilirken, en diisiik (12,47 adet) ise 1:1 kirmizi:mavi kombinasyonundan elde
edilmistir (Cizelge 4.8). Denemde mavi1 151k yogunlugu artis1 ile slirglin sayisinda azalma

kaydedilmistir.

Denemede kullanilan BAP dozlarinin siirgiin sayisina etkileri énemsiz bulunurken, 0,25, 0,50
ve 1,00 mg/l BAP igeren ortamdan sirasiyla 19,25, 18,0 ve 17,78 olarak kaydedilmistir
(Cizelge 4.8).

LEDxBAP interaksiyonu istatistik olarak (p<0,01) 6nemli fark gosterirken 7,33 ile 27,33
arasinda eksplant basina siirgiin elde edilmistir. Eksplant basina en fazla 27,33 adet siirgiin
0,25 mg/l BAP ve beyaz LED kombinasyonu ile elde edilmistir. Buna karsi, 1,0 mg/l BAP ve
1:1 kirmizzmavi LED 151k kombinasyonundan en diisiik 7,33 adet siirgiin elde edilmisitr.

Genel olarak tiim BAP ortamlarda en yiiksek siirgiin beyaz LED kullanilarak elde edilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarinin B. monnieri bitkisinin yarim lamina tistii
eksplantindan siirgiin uzunluguna etkisi

Isik BAP Ortalama
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l)

4:1 1,68bcde 1,78bcde 1,82bcd 1,76b

3:1 1,66bcde 1,28cdef 1,18def 1,37¢c

2:1 2,03b 1,67bcde 0,93f 1,54bc

1:1 2,83a 1,73bcde 1,83bcd 2,13a
Beyaz 1,92bc 1,43bcde 1,07ef 1,47bc

Ortalama 2,02a 1,58b 1,37b

Onemlidir.

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar
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Cizelge 4.9°da goriildiigi gibi farklt LED 1siklarin siirglin uzunlugunda 6nemli etkilesim
(p<0,01) bulunmustir. En uzun siirgiinler (2,13 cm) 1:1 kirmizizmavi LED kombinasyonunda

kaydedilmistir (Cizelge 4.9).

BAP dozlarin etkileri incelendiginde siirgiin uzunluguna etkilesim (p<0,01) 6nemli
bulunurken, 1,37-2,02 cm arasinda kaydedilmistir. En uzun siirgiin (2,02 cm) 0.25 mg/l BAP
iceren ortamda elde edilirken, en kisa siirgin (1,37 cm) 1,0 mg/l BAP igeren ortamda
kaydedilmistir (Cizelge 4.9). Ortamda BAP oraniin fazla olmasmin siirgiin uzunlugunun

azalmasina neden oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi LED xBAP interaksiyonu 6nemli (p<0,01) bulunurken, 0,93-
2,83 cm uzun siirgiin kaydedilmistir. Denemde mavi 151k yogunlugu artis ile siirgiin
uzunlugunda da artis gozlenmistir. En uzn siirglinler (2,83 cm) 0,25 mg/l BAP ve 1:1
kirmizi:mavi kombinasyonndan elde edilirken, en kisa siirglinler 1,0 mg/l BAP ve 2:1

kirmizi:mavi kombinasyonnda tespit edilmistir.

Elde edilen siirgiinler ise IBA iceren MS ortamda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmustir.

4.1.5. Farkh LED isiklar1 ve BAP dozlarimin B. monnieri’nin siirgiin ucu eksplantindan

siirgiin rejenerasyonu

B. monnieri bitkisinin yan siiriigiin olusumu elde etmek amaciyla yapilan ¢aligmada siirgiin
uclart  eksplantlar 0.25, 0.50 ve 1.00 mg/l BAP ve 500 mg/l Duocid igeren MS besin
ortaminda kiiltlire alinmistir. Daha sonra eksplantlar iklim odasinda farkli LED (4:1, 3:1, 2:1,
1.1 kirmizi:mavi ve beyaz) 1siklar altinda sekiz hafta boyunca tutulmustur. Eksplantlarin ilk
olarak tek siiriign olusumu (Sekil 4.5a) gozlenirken, dort hafta icinde ¢oklu siirgiin olusumu
(Sekil 4.5b) goriilmiistiir. Sekiz hafta sonucunda tiim eksplantlarda (%100) siirgiin olusumu
(Sekil 4.5¢) gozlendigi i¢in varyans analizi yapilmamistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ve

slirglin uzunluguna ait verileri ise varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarinin B. monnieri bitkisinin siirgiin ucu

eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Eksplant Basina siirgiin Siirgiin uzunlugu

VK SD sayisi (adet) (cm)

KO F KO F
Isik 4 32,75 14,81** 0,80 18,51**
Ortam 2 186,79 84,48** 0,83 19,21**
Isik x Ortam 8 20,59 9,31** 0,67 15,51**
Hata 30 2,21 - 0,04 -
Genel toplam 44 - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.10°da goriildiigi gibi eksplant bagina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan
LED 1siklari, BAP dozlart ve LEDXBAP interaksiyonu p<0,01 diizeyinde etkilesim 6nemli
bulunmustur. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.11 ve 4.12°de verilmistir.

Sekil 4.5. Farkli LED isiklarinin ve BAP dozlarinin siirgiin ucu eksplantindan siirgiin
rejenrasyon olusumu (a) iki hafta (b) dort hafta ve (c¢) on hafta sonra siirgilin rejenerasyonunun
sematik goriintiilaleri
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Cizelge 4.11. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarimin B. monnieri bitkisinin siirgiin ucu
eksplantindan eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Isik BAP Ortalama
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l)

4:1 4,08fg 8,92bcd 14,92a 9,31a

31 3,339 6,08ef 10,25b 6,56b

2:1 6,92cde 9,17bc 15,17a 10,42a

1:1 4,17fg 14,17a 12,92a 10,42a
Beyaz 6,33def 7,33cde 6,67cdef 6,78b

Ortalama 4,97c 9,13b 11,98a

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

Cizelge 4.11°de goriildiigli gibi farkli LED 1siklarin etkileri istatistik olarak (p<0,01) énemli
bulunurken, 6,56-10,42 adet arasinda kaydedilmistir. 4:1, 2:1 ve 1:1 kirmizi:mavi
kombinasyon arasinda istatistaik olarak fark bulunmazken, 3:1 kirmizi:mavi kombinasyon ve

beyaz LED istatistaik olarak ayni sonug¢ verilmistir.

BAP dozlarinin siirgiin sayisina etkileri 6nemli (p<0,01) bulunurken, 4,97 ile 11,98 arasinda
kaydedilmistir. En diisiik 4,97 siirgiin ise 0,25 mg/l BAP iceren ortamdan elde edilmistir
(Cizelge 4.11). BAP dozlarin artisi ile siirgilin sayisina da artis gdzlenmistir.

LEDXBAP interaksiyonu sonucunda siirgiin sayis1 3,33-15,17 arasinda kaydedilmistir. En
fazla 15,17 adet eksplant basina siirgiin 1,0 mg/l BAP ve 2:1 kirmizi:mavi kombinasyonndan
elde edilirken, en diisiik 3,33 adet eksplant basmna siirgiin ise 0,25 mg/l BAP ve 3:1
kirmizi:mavi LED 151k kombinasyonu kullanilarak kaydedilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.12 incelendiginde farkli kirmiziimavi LED ve beyaz LED isiklarin siirgiin
uzunluguna etkilesim 6nemli olarak gostermistir. 1:1 kirmizi:mavi isiklarinda daha uzun
siirglin kydedilirken 1,71 cm olarak kaydedilmistir. En kisa (0,96 cm) siirgiinler ise 3:1

kirmizi:mavi 1siklarinda elde edilmistir.
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eksplantindan siirglin uzunluguna etkisi

Cizelge 4.12. Farkli LED Isiklarin ve BAP dozlarimin B. monnieri bitkisinin siirgiin ucu

Isik BAP
0,25 (mg/l) 0,50 (mg/l) 1,00 (mg/l) Ortalama

4:1 0,639 1,05def 1,45bc 1,04bc

3:1 0,83efg 0,92defg 1,12cdef 0,96¢

2:1 1,17cde 1,20cde 1,27cd 1,21b

1:1 0,73fg 2,68a 1,70b 1,71a
Beyaz 1,27cd 0,92defg 1,03def 1,07bc

Ortalama 0,93b 1,35a 1,31a

BAP dozlar incelendiginde siirgiin uzunlugu 0,93-1,35 cm arasinda kaydedilmistir. En kisa
stirglin (0,93 cm) 0,25 0.25 mg/l BAP igeren ortamda elde edilmistir. Buna kars1 0,50 ave 1,0
mg/l BAP iceren ortamda sirastyla 1,35 cm ve 1,31 cm olarak bulunmustur (Cizelge 4.12).

LED*BAP interaksiyonu incelendiginde silirglin uzunlugu 0,63-2,68 cm arasinda
kaydedilmistir. En uzun 2,68 cm’lik siirgiin 0,50 mg/l BAP ve 1:1 kirmizimavi
kombinasyonndan elde edilmistir. Buna kars1 en kisa 0,63 cm siirlign ise 0,25 mg/l BAP ve
4:1 kirmizi:mavi kombinasyonndan LED kombinasyonu ile ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.12).
Genel olarak 1:1 kirmizi:mavi kombinasyonu ile 0,50-1,0 mg/l BAP ortamlarda en uzun

stirglin elde edilmistir.

Elde edilen siirgiinler ise IBA iceren MS ortamda koklendirildikten sonra adaptasyona

alinmustir.
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4.2. In vitro koklendirmesi ve Adaptasyonu

4.2.1. B. monnieri bitkisinin in vitro koklendirilmesi

In vitro kosullarda farkli yaprak (lamina, yarim lamina tabani ve yarim lamina iistii)
eksplantlardan elde edilen adventif siirgiin rejenerasyonu ile siirglin ucu ile yapilan yan
stirgiin olusumu sonucunda elde edilen B. monnieri siirgiinleri koklendirme ¢aligmasi igin
yaklasik < 1,0 cm’lik siirgiinler izole edilerek ¢esitli oranlarda IBA (0,25, 0,50, 1 ve 2 mg/l)
iceren MS ortamlara aktarilmistir. Dort hafta sonra, tiim ortamlardaki %100 koklenme

gozlendigi i¢in istatistik analizine tabi tutulmamustur.

Sekil 4.6. In vitro koklendirilmis B. monnieri bitkisi
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4.2.2. In vitro Kosullarda Koéklendirilen Siirgiinlerin Dis Sartlara Adaptasyonu

In vitro kosullarda koklendirilmis bitkilerin akvaryumda adaptasyon igin ilk olarak g¢esme
suyu ile koklere zarar vermeden koklerindeki agar uzaklastirilmistir. Daha sonra, koklenmis
bitkiler dis kosullara adaptasyon i¢in ¢esme suyu iceren akvaryuma aktarilmistir. Bir hafta
icinde bitkilerin basariyla akvaryumda adaptasyon saglanarak bitki boy ve yapraklarda
belirgin sekilde uzama ve gelismeler goriilmiistiir. Daha sonra, bitkiler akvaryumda iklim oda

kosullarinda biiylime ve gelismede herhangi olumsuz etki géstermeden devam etmislerdir.
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5. TARTISMA ve SONUC

B. monnieri’nin doku Kkiiltiiriiyle cogaltimi kapsaminda yapilan bu c¢alismada, farkli
eksplantlar1 (lamina, yarim lamina tabani ve yarim lamina iistii) degisik oranda BAP igeren
MS ortamina aktarilip, farkli kombinasyonunda kirmizi:mavi (4:1, 3:1, 2:1, 1:1) veya beyaz

LED isiklarinda hizli cogaltim kabiliyetlerinin ortaya konulmasi amaglanmaistir.

In vitro kosullarda yan veya adeventif siirgiin olusumu igin bakteri, mantar veya benzeri
organizmalardan eksplantlarin yiizeysel olarak temizlenebilmesi gereklidir. Bacopa bitkisinin
yilizey sterilizasyon ic¢in Karatas ve ark. (2013a) ve Karatas ve Aasim (2014) tarafindan
kullanilan yontemler ile bulasiksiz govdeler elde edilmistir. Sucul bitkilerin yiizey
sterilizasyon i¢in farkli ooranda H,O; kullanim1 H. polysperma (Karatas ve ark. 2013a), C.
demersum (Karatas ve ark. 2014a) ve R. rotundifolia (Karatas ve ark. 2014b) gibi diger sucul
bitkilerde de basariyla kullanilmistir. Daha sonra, gévdelerden elde edilen yaprak eksplantlar
alinip tam veya kesilerek ile siirglin uglar1 bliylime diizenleyici iceren MS ortamina kiiltiire

alinmistir.

Elde edilen sonuglara gore; farkli BAP oranlar1 kullanilarak tiim eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonu elde edilmistir. Karatas ve ark. (2013b), B. monnieri bitkisinin farkli bogum
aras1 ve yaprak eksplant1 ile yaptig1 ¢ogaltim calismasinda BAP-NAA igeren ortamda %100
stirliglin rejenerasyon rapor edilmistir. Benzer sekilde Karatas ve Aasim (2014) BAP ve TDZ
iceren ortaminda yaprak eksplantindan %100 siirligiin rejenerasyon rapor edilmistir. Buna
karsi, Fakat, Vijaykumar vd. (2010) B. monnieri ile yaptigi ¢ogaltim ¢aligmasinda, BA igeren
ortamda %30-95 oraninda, TDZ igeren ortamda ise %50-95 oraninda siirglin rejenerasyonu
elde etmistir. R. rotundifolia bitkisinin yaprak eksplantlar1 0,25, 0,50, 1,00, 1,50 ve 2,00 mg/1
BAP igeren ve agar ile katillagtirilmig MS besin ortaminda kiiltiire alindiginda %26,67- 53,33
oranda siirglin olusum kaydedilmistir (Ciftgioglu 2013).

LED 1siklart kallus olusumu (Budiarto 2010; Chung ve ark. 2010) ile siirgiin rejenerasyonu
icin bir ¢ok bitkiler de basariyla kullanilmistir (Baque ve ark. 2011; Wu and DuToit 2012).
Deneme sonuclara gore farkli LED isiklar siirglin rejenerasyon igin etkili oldugunu tespit
edilmistir. Farkli yaprak eksplantlarindan en fazla eksplant bagina siirglin sayis1 beyaz LED

isiklarindan elde edilirken, en diisiik ise 1:1 kirmizizmavi LED kombinasyonunda tespit
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edilmistir. Siirgiin ucu eksplantindan en fazla siiriigiin 1:1 kirmizi:mavi LED 1siklarindan elde
edilirken en diisiik ise beyaz LED altinda kaydedilmistir. Huan ve Tanaka (2004) 75%+25%
(kirmizi: mavi) LED 1siklar1 daha iyi olarak tespit etmistir. Benzer sekilde Lilium bitkisnde
ekspalnt basina en fazla sogancik sayis1 kirmizi: mavi LED i1siklarindan elde edilmistir (Lian
et al. 2002). Calanthe hibrid bitkiciklerin siirglin rejenerasyonu i¢in Kirmizi: mavi LED
1isiklar1 daha uygun olarak rapor edilmistir (Baque et al. 2011). Yalgin (2013) Pamugun GSN-
12 ve STN-468 cesitlerinin kotiledon nod eksplantlar1 5, 10 ve 20 mg/l Kinetin 6n muamelesi
sonrasit 1xMS, 2xMS, “xMS ve 0,05 mg/l Kinetin igeren 1xMS ortamlarinda kiiltiire
alindiktan sonra ¢ farkli 151k kombinasyonunda (4 kirmizi:1 mavi, 3 kirmizi:1 mavi, 2
kirmizi:1 mavi) birakilmistir. Isiklar1 kiyaslandiginda tiim MS ortamlart ve 6n muamele
sonucunda her iki ¢esit i¢in 4:1 kirmizi:mavi LED 1siklar1 diger kombinasyona gore daha iyi

oldugu tespit edilmistir.

Siirgiin uzunlugu bakiminda tiim eksplantardan en uzun siirgiinler 1:1 kirmizizmavi LED
1isiklarindan tespit edilmistir. Chang ve ark. (2003), Zantedeschia albomaculata bitkisinde
kirmizizmavi LED isiklarinin siirgiin uzunluguna artis gostermistir. Benzer sonuglar ise
pamuk bitkisnde de rapor edilmistir (Li ve ark. 2010). Sonuglara gore siirgiin uzunlugu i¢in
mavi 151k ¢cok dnemli oldugunu tespit edilmistir. Mavi 15181 yogunlugu azalmasiyla siirgiin

uzuzlugunda da azalma kaydedilmistir.

BAP oranlarin siirgiin rejenerasyonu kiyaslandiginda tam ve lst yaprak eksplantlarinda her
hangi etki bulunmazken, yarim lamina tabani ve siirgiin ucu eksplantlarinda en fazla siirgiin
sayist 1.0 mg/l BAP iceren ortaminda kaydedilmistir. Karatag ve Aasim (2014), Bacopa
bitkisinin yaprak eksplantlarindan en fazla eksplant basina siirglin sayis1 2 mg/l BAP igeren
ortamda elde etmislerdir. Bacopa bitkisinden en fazla siirgiin sayisi elde etmek i¢in diisiik
oranda BAP gerekli oldugunu rapor edilmistir (Sharma ve ark. 2010). Benzer sekilde
Panigrahi vd (2006), Hygrophila auriculata bitkisinin yaprak eksplantlarindan 2 mg/l BAP ve
0,2 mg/l NAA igeren ortamda goriilmiistiir. Kane vd (1999), Cryptocoryne wendtii*“nin siirgiin
ucu eksplantlarin1 kiiltiire almiglar ve en fazla siirgiin olusumu, 20 uM BAP bulunan
ortamdan elde etmislerdir. Stanly vd. (2011) C. wendtii de Wit ve C. beckettii Thwaites ex
Trimen tiirlerinin siirglin uglarini kullanarak her iki tiirde de ¢oklu siirgiin olusumu 0,5 mg/L
BA ve 0,2 mg/L IBA igeren sivi MS besi ortaminda goriilmiistiir. Gnanaraj ve ark. (2011), A.

sessilis'in slirglin ucu eksplantlarim1 0,5-0,20 mg/l BAP igceren MS ortaminda kiiltiire
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alindiginda en fazla en fazla siirgiin sayisin1 ve en uzun siirgilinleri, en yiiksek (0,20 mg/1)

BAP iceren MS ortaminda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Stirglin uzununlugu bakiminda tiim eksplantlarda benzer sonuglar elde edilmistir. En uzun
stirgiinler ise 0.25 mg/l BAP igeren ortaminda elde edilmistir. Genel olarak BAP dozlarin
artist ile siirgiin uzunlugunda azalma gozlenmistir. Benzer sonuclar ise Karatag ve Aasim
(2014), Bacopa bitkisinin yaprak eksplantlarindan rapor edilmistir. R. rotundifolia bitkisinde
0,25 mg/l igeren BAP MS ortamda en uzun 1,37 cm siirgiinler elde edilirken BAP dozu artis1
ile siirglin uzunlugunda ¢ok belirgin azalma rapor edilmistir (Ciftgioglu 2013). Benzer
sonuglar ise diger sucul bitkilerde de rapor edilmistir (Dogan 2013, Karatas ve ark. 2013b;
Karatas ve ark. 2014c). Buna karsin Gnanaraj ve ark. (2011) A. sessilis L.’in in vitro
cogaltimi i¢in yiriittiikleri ¢calismada en uzun siirgiinleri (6,3 cm) olarak 2,00 mg/l BAP

iceren MS ortaminda elde etmistir.

Fakli LED 1siklarin x BAP dozlarin etkileri bakildiginda siirgiin sayist ve uzuzlugunda
istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Sonuglara gore tam ve iist yaprak eksplantlarindan en
fazla eksplant basina siirglin sayis1 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 iceren
ortaminda kaydedilmistir. Siirgiin ucu eksplantindan eksplant baasina en fazla siirgiin 2:1 ve

4:1 kirmizi:zmavi LED ile 1.0 mg/l BAP igeren ortamindan elde edilmistir.

Stirglin uzunlugu bakildiginda 1:1 kirmizizmavi LED isiklar1  siirgiin uzuzlunguna olumlu
etkisi gosterdigi saptanmistir. Tam ve iist yaprak eksplantlarindan en uzun siirglinler 1:1
kirmizi:mavi +0.25 mg/l BAP iceren 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.

Tez kapsaminda kullanilan eksplantlar kiyaslandiginda yaprak eksplantlar siirgiin ucu
eksplantindan daha iyi oalrak tespit edilmistir. Ancak, yaprak eksplantlar i¢inde yarim lamina
iistii eksplant1 en 1yi ekspalnt olarak goriilmiistiir. Eksplantlarin farkli sonuclari ise daha ¢nce
de farkli kiiltiir kosullarda rapor edilmistir. Oztiirk (2002), Ludwigia sp*nin in vitro ¢ogaltim
i¢cin u¢ meristemi, birinci, ikinci ve li¢lincii-dordiincii koltukalt1 meristem eksplantlarindan en

iyi ise u¢ meristemi olarak rapor etmistir. Sumlu (2009), Rotala macrandra Koehne*nin in
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vitro ¢ogaltiminda 1“inci koltukalt1 ve 2*inci koltukaltt meristemi ile yaprak, 1“inci ve 2*inci
bogum arasi eksplantlar1 kullanildiginda en fazla siirglin rejenerasyonu (27.33 adet) 1%“inci

bogum arasi eksplantinda elde edilmistir.

Bacopa bitkisinin in vitro g¢ogaltimi sonucunda elde edilen bitkilerin koklendirmek ve
akvaryumda adaptasyon saglamak i¢in Karatas ve ark. (2013b) ve Karatas ve Aasim (2014)
tarafindan kullanilan protocol ile basariyla saglanmistir. Sucul bitkilerin kdklendirmek igin
farkli oranda IBA basariyla diger bitkilerde de kullanilmistir (Karatas ve ark. 2013a,2014c;
Cinar ve ark. 2013).

Akvaryumlarda bitkiler her hangi olumsuz etki gostermeden bitki boylarinin ve yapraklarinin
gelistigi gozlenmistir. Akvaryumlarda bitkilerin adaptasyon ¢alismalari Nymphoides indica
(Jenks ve ark. (2000), R. macrandra (Sumlu, 2009), A. sessilis (Gnanaraj ve ark. 2011,
Shahzad ve ark. 2011) basariyla adaptasyon sagladiklarini bildirmislerdir.

Sonug olarak bu g¢alisgmada B. monnieri bitkisinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltimi basariyla
gerceklestirilmis olup, cogaltim i¢in en uygun 1sik kaynaklari arastirilmistir. Son yillarda
akuatik bitkilerle ilgili ¢aligmalar hiz kazanmis olsa bile 6zellikle Tiirkiye’de bu alandaki
calismalarla ilgili 6nemli bir acigin oldugu diisiiniilmektedir. Bu tes kapsaminda yapilan
caligmalar diger akuatik bitkilerdeki hizli ve yogun iiretime katki saglayacagi ve ileride
yapilacak olan akuatik bitki biyoteknolojisi ¢alismalarina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
Bu calismanin, ekonomik 6nemi yiiksek ve iiretimi zor olan akvaryum bitkilerinin hizli ve
yogun iiretimine ve konuyla ilgili ilerki calismalara bir temel olusturacagi ve dolayisiyla

sektore onemli bir katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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