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OZET

ASPIR (Carthamus tinctorius L.) BITKiSI BALCI CESIDININ
DOKU KULTURUYLE IN VITRO COGALTIMI

Seyda KAYA

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Dog. Dr. Semiha ERISEN

Bu tez calismasi, Aspir (Carthamus tinctorius) bitkisinin Balci ¢esidinin in vitro hizli
¢ogaltimi amaciyla yilratalmustir. Cahsmada, in vitro’da yetistirilen steril fidelerden
elde edilen eksplantlar kullanilmistir. Sterilizasyon islemi i¢in sodyum klorid ve civa
kloraran farkli konsantrasyonlari denenmis ve en iyi sonug; tohumlarin %70’lik EtOH’de
5 dk muamele sonrasi dH20 ile durulanmasi ardindan %0,1°lik HgCl, ¢ozeltisinde 15 dk
karistirildiktan sonra 4 kez 5‘er dk dH;0 ile durulanmasi protokoliinden elde edilmistir.
Sterilizasyon icin sodyum klorid ve civa klorir kullanimina ek olarak besin ortaminda
olusan fungal kontaminasyonu engellemek amaciyla antifungal etkisi bilinen juglon
maddesi ile bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada besin ortamina 250 pg/ml veya 500
pug/ml juglon ilave edilmis ve fungal kontaminasyona etkisi belirlenmistir. Juglon
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak besin ortamindaki fungal kontaminasyonu

azalttigl tespit edilmistir.

Xi



In vitro hizli ¢ogaltim igin nod eksplantlari farkli konsantrasyonlarda BAP veya KIN
iceren ortamlar ve bunlarin NAA ile kombinasyonunu igeren ortamlarda; hipokotil ve
kotiledon eksplantlari ise farkli konsantrasyonlarda BAP veya TDZ ile bunlarin NAA'li
kombinasyonlarini iceren ortamlar ve farkli konsantrasyonlarda 2,4-D veya 0.5 mg It
KIN‘li kombinasyonlarini iceren ortamlarda kiltire alinmigtir. Denemeler sonunda
eksplant basina en ¢ok siirgin sayisi nod eksplantinda 3,76 adet ile 0.5 mg It KIN
iceren MS besin ortamindan; hipokotil eksplantinda 1,0 adet ile 2.0 mg I BAP iceren
MS besin ortamindan; kotiledon eksplantinda ise 8,33 adet ile 0.5 mg It BAP x 0.5 mg I

1 NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aspir, juglon, kontaminasyon, siirglin, rejenerasyon
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ABSTRACT

IN VITRO PROPAGATION WITH TISSUE CULTURE OF SAFFLOWER
(Carthamus tinctorius L.) BALCI CULTIVAR

Seyda KAYA

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Semiha ERISEN

This thesis aimed in vitro propagation of some safflower cultivars. In this study,
explants that obtained sterile seedling were used. The best results for seed sterilization
were obtained from the seeds were rinsed with dH,0 for 1 min 5 min after treatment
with 70% EtOH, and after mixing for 15 min in 0,1% HgCl, solution, the seeds were
finally rinsed 4 times with 5 min dH.0. In addition to the use of sodium chloride and
mercury chloride for sterilization, in order to prevent fungal contamination in the basal
medium, a study with juglone agent known antifungal activity were performed. In this
study 250 pg/ml or 500 pg/ml juglone was added to the basal medium. The effect of
fungal contamination was determined. It has been found to reduce that fungal
contamination in the basal medium depending on the increase in juglone

concentration.

Xiii



For in vitro propagation, hypocotyl, cotyledone and node explants were cultured on
MS basal medium containing BAP, KIN and TDZ alone or combinations with some
auxine 2,4-D, NAA. The highest number of shoots per explant from node explants (3,76
shoots) was obtained on MS medium containing 0.5 mg I KIN; from hypocotyl
explants (1,0 shoots) was obtained on MS medium containing 2.0 mg I BAP; from
cotyledone explants (8,33 shoots) was obtained on medium containing 0.5 mg I BAP x

0.5 mg I’ NAA.

Keywords: Safflower, juglone, contamination, shoot, regeneration
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

Xiv



BOLUM 1

GIRIS
Ulkemizdeki tarimsal alanlar yiiksek oranda yaglh tohum iretim potansiyeline sahiptir
fakat yagl tohum dretimi yeterli ve istenilen dizeye cikarilamamistir. Bitkisel yag

ihtiyaci yildan yila artmakta ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan yag aciginin %70’e yakini

ithalat yoluyla karsilanmaktadir [1].

Aspir (Carthamus tinctorius L.) Asteracea (Compositae) familyasindan tek yillik yagh
tohumlu bir bitkidir. Tohumlarinda bulunan %35-45 oranindaki yag, doymus yag asitleri
ylzdesinin dislik, doymamis yag asitleri ylizdesinin yiiksek olmasi nedeniyle kaliteli bir
yagdir. Bununla birlikte genis adaptasyon yetenegine sahip, orijini Anadolu olan,
kurakhk sartlarinda veya kisith yagis sartlarinda yetisebilen bir bitkidir. Bu agidan
degerlendirildiginde aspir (C. tinctorius L.) alternatif bir yag bitkisi olabilecek

potansiyele sahiptir.

Aspirden ekonomik diizeylerde verim alinabilmesi igin, bir taraftan modern yetistiricilik
yontemlerinin gelistirilmesi, diger taraftan da ileri i1slah metotlari kullanilarak yeni
cesitlerin elde edilmesi gerekmektedir [2]. Aspir tariminin llkemizde gelisememe
nedeni mevcut c¢esitlerin kuru tarim alanlarinda dislik tohum verimi ve buna bagh
olarak dusik yag orani vermeleridir. Ydratilen aspir (C. tinctorius L.) 1slahi
calismalarinin ana amaci da bu olumsuzlugu ortadan kaldirabilmek icin soguga ve
kurakhga toleransli ¢cesitlerin gelistirilmesi yontindedir [3]. Islahcilar bu 6zelliklere sahip
cesitleri gelistirmek icin MAS (markor destekli seleksiyon), in vitro seleksiyon,

somaklonal varyasyonlarin kullanimi gibi biyoteknolojik  yontemlerden



faydalanabilirler. Ancak aspir hakkinda var olan bilgi birikimindeki eksikler bu

yontemlerin kullanimini kisitlamaktadir [4, 5].

GUnumuzde bitki 1slahgilari yiksek verimli, kaliteli ve stres faktorlerine dayanikli yeni
cesitler gelistirmek Uzere klasik bitki i1slahi programlarini tamamlayan, destekleyen ve
hizlandiran  biyoteknolojik  yontemlerden vyararlanma vyoluna gitmektedirler.
Biyoteknolojinin sinirlari ¢gok genis olup degisik uygulama alanlarini igine almaktadir. Bu
uygulama alanlarindan bir tanesi de doku kultiirii yoluyla yapilan uygulamalardir. Islah
suresinin kisaltilmasi konusunda islahglya avantaj saglayabilme potansiyeli tasiyan in
vitro rejenerasyonun gerceklestirilebilmesi, kullanilabilmesi etkili doku kdltira

protokollerin olusturulmasina baghdir.
1.1 Literatiir Ozeti

Aspir bitkisinde doku kiltliri cahsmalari 1980’li yillara dayanmaktadir. Bu alanda ilk
calisma Hindistan’da yetisen (¢ farkh aspir ¢esidinin kotiledon ve hipokotil eksplantlari
kullanilarak yiruttilmas ve farkli biylime dizenleyicileri eklenen MS besin ortami
kullanilmistir. iki farkh eksplant cesidi karsilastirildiginda kotiledon eksplantlarindan
daha iyi sonug alindigi ve KIN, zeatin, 2-ip gibi sitokininleri iceren ortamlarda siirgiin
gelisiminin gerceklesmedigi gozlenmistir. Buna ek olarak BA ve NAA kombinasyonlari
denenmis ve bu ortamlarda siirglin gelisiminin yavas ve az oldugu rapor edilmistir.
Calismada toplamda ¢ farkh aspir cesidi kullanilmis ve ikisinde mikrocogaltimin
basari oldugu, bu ylzden genotipin rejenerasyon calismalarinda etkili oldugu

bildirilmistir [6].

Hindistan cesitleri ile yapilan bir diger ¢alismada ise, 10 farkl genotipteki aspir gesitleri
ile anter kiltiri yontemi uygulanarak haploid bitki eldesi (izerine, genotip, bitki
yetisme kosullari, besin ortami gibi farkli parametrelerin etkileri arastirilmistir. Calisma
sonucunda bu parametrelerden; genotip ve yetisme kosulunun haploid bitki eldesi
Uzerinde etkili oldugu rapor edilmistir. Tarla sartlarinda yetisen bitkilerden alinan
anterlerde daha yliksek oranlarda kallus olusumu goézlenmistir. Anterlere uygulanan
sicaklik 6n uygulamasi sonucunda ise 3 ile 5 glin arasinda yapilan 6n uygulama ile kallus
olusum ylizdesinin arttinldigi belirtilmistir. Farkli bliylme dizenleyicilerinin ilave

edildigi ortamlarda en iyi sonuclarin strglin rejenerasyonu icin BAP (2.0 mg/l) ve NAA



(0.5 mg/l) iceren MS ortaminda; stirglin koklendirilmesi igin ise 0.1 mg/l NAA ve % 1

seker iceren % MS ortaminda gergeklestigi gorilmustur [7].

Amerikan cesitleri ile yapilan bir diger calismada TDZ iceren besin ortaminda
vitrifikasyon problemininin azaldigini ve buna karsilik stirglin sayisinda artis oldugunu
rapor etmislerdir [8]. Sdrginlerin koklendirilmesinde karsilagilan vitrifikasyon
problemine ¢6zim olarak yapilan ¢alisma ile besin ortamina diisiik konsantrasyonlarda
seker ve aktif karbon ilavesinin etkili oldugu gozlemlenmistir. Buna ek olarak besin
ortamina eklenen oksin kaynagi, konsantrasyonu gibi faktorlerin de kallus olusumunda
blyuk bir katkisi oldugunu aktarmislardir. Fakat oksin kaynagi, konsantrasyonu gibi

faktorlerin kallus olusumu aksine kdk olusumunda etkisi olmadigini belirtmislerdir [9].

Hindistan’da yetisen aspir cesitlerinin kullanildigi diger calismada, oksin/sitokinin
oraninin 1’den blylk oldugu takdirde kallus blylimesinin arttigi gozlenmistir [10].
Ayrica, aspir doku kiltirl ¢alismalari kapsaminda ortama glimis nitrat ilavesinin
embriyo olusumu ve gelisimini olumlu etkiledigi bildirilmistir [11]. Somatik embriyo
olusumunun goézlendigi bir c¢alismada ise kullanilan oksin kaynag ile
konsantrasyonunun etkili oldugu belirtilmis ve sonuglara gére en iyi olusumun 2 mg/I

NAA iceren ortamlardan elde edildigi rapor edilmistir [12].

ilerleyen vyillarda, farkl sitokininlerin NAA ile kombinasyonlarini iceren ortamlarda
calismalar yapilmistir. Bu denemeler sonucunda silirgiin rejenerasyonu ylizdesi ve
eksplant basina siirglin sayisi bakimindan en iyi sonucu TDZ x NAA kombinasyonunu

iceren ortamlardan elde edildigi bildirilmistir [13].

Aspir bitkisinin Hindistan c¢esitlerinden NARI-6 ile yapilan ¢alismada ortama sirasiyla
TDZ, 2-ip, IBA hormonlari ilave edilmis ve ortamlarda embriyogenesisin tesvik edildigi
belirtilmistir. Ayni zamanda embriyonik kallus olusumunda oksin ve sitokinin
konsantrasyonlarinin da etkili oldugunu bildirmislerdir [14]. Aspir bitkisinin bir Cin
cesidi ile yapilan bir diger calismada, kallus olusumu icin tek cesit blylime
dizenleyicisinin yeterli oldugu fakat adventif slirglin olusumu icin yeterli olmadig
aktarilmistir. Denenen diger biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlari ile elde ettikleri

sonuclara gore ise; kallus olusumu icin; MS + 1.0 mg/l NAA, surglin rejenerasyonu igin;



MS + 0.2 mg/lI NAA + 1.0 mg/I| BA ve koklendirme igin; % MS + 2.0 mg/l NAA + 0.5 mg/I

IAA ortamlarini 6nermislerdir [15].

Hindistan gesitleri Gzerinde yapilan Agrobakterium ile gen aktarim galismasinda siirgiin
rejenerasyonu i¢in; MS + TDZ (0.2 mg/l) ve NAA (0.2 mg/I) ortamlari dnerilirken, stirglin
cogaltimi icin; MS + BA(0.5 mg/l) + thiamine-HCl| (4.0 mg/I) ortamlari 6nerilmis ve
strgin gelisimi icin; MS + KN (0.5 mg/l) + 2iP (1.0 mg/l) ve AgNOs (1.0 mg/l) ortamlari

Onerilmistir [16].

2011 yihinda yapilan bir ¢alismada ise aspir bitkisine ait Avustralya g¢esidi kullaniimis ve
yapilan calismada siirglin rejenerasyonu icin WT genotipinde 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/|
NAA, S-317 genotipinde 1 mg/I BA + 0.1 mg/I NAA iceren ortamlari 6nermislerdir [17].

Motamedi ve ark. tarafindan ydiritilen calismada ise, Dinger ve Sina cesitlerini
kullanmislar ve in vitro mikrogogaltim ile Agrobakterium aracili gen aktarimi galismalari
ylriutmuslerdir. Bu ¢alismada hipokotil ve kotiledon eksplantlari kullanmislar ve siirgiin
rejenerasyon ylizdesi icin en iyi sonucu Dincer cesidine ait kotiledon eksplantlarinda,

0.1 mg/I NAA ve 2 mg/I BAP ortamindan elde etmislerdir [18] .

Baska bir galismada, kallus olusumu igin 2,4-D ve TIBA hormonlari karsilastirildiginda;
TIBA iceren ortamlarda 2,4-D’ye gbre daha iyi sonu¢ alindig, en yiksek kallus
olusumunun ise 1sikh kosullarda BAP ve NAA iceren ortamda elde ettiklerini

belirtmislerdir [19].

Kumari ve ark. (2015) kok ve vyaprak eksplantlari ile yaptiklari c¢alismada farkl
konsantrasyonlarda 2,4-D kullanmis ve yaprak eksplantlarinin timiinde yiiksek kallus
olusum ylizdesi (%90) rapor etmiglerdir. Ayrica IAA ilave edilen besin ortamlarinin 2,4-
D iceren besin ortamlarin kallus olusumunda daha az etkili oldugunu belirtmislerdir

[20].

Literatlre bakildiginda Tirkiye'de yetistirilen aspir bitkisi cesitlerine ait cok fazla doku
kiltlirt calismasina rastlanmamistir. Dinger cesidi ile sinirli kalmistir. Dincer cesidi ile
calismalardan biri Basalma ve ark. (2008) tarafindan vyuruttilmustar. Farkh
konsantrasyonlarda TDZ ve IBA iceren ortamlara alinan 10 giinliik aseptik fidelere ait
eksplantlar kiltire alinmistir. En iyi sonucu 0.5 mg/l TDZ ve 0.25 mg/| IBA iceren MS

besin ortamindan, siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%33) ve eksplant basina stirgiin

5



sayisini (6.5) ile elde etmislerdir. BAP ve NAA icerikli besin ortamlarina aldiklari nod
eksplantlari ile yuruttikleri calismada ise eksplant basina slirgiin sayisi bakimindan en

iyi sonucu 0,5 mg/I BAP ve 0.2 mg/I NAA igeren ortamdan almislardir [21].

Literatlrde incelenen aspir doku kultliri ¢alismalarinda tam bitki rejenerasyonunun
disik ve sinirh oldugu gorilmektedir. Bunun nedeni siirgiin rejenerasyon frekansinin
disik olmasi, rejenere slrginlerde gozlenen vitrifikasyon ve sirginlerin
koklendirilmesinde karsilasilan sorunlardir [4]. Fakat karsilasilan bu sorunlara ¢6ziim
olabilecek ¢alismalarin sayisi yetersiz kalmaktadir [9,11,17]. Bu sorunlara ek olarak, cok
cesitli genotiplerinin olmasi ve genotipin siirglin rejenerasyonuna etkisi nedeniyle her

genotip icin protokol gelistirilmesi gerekmektedir.

Turkiye’de yapilan ¢alismalarda, Dinger ¢esidi ile BAP, NAA, TDZ ve IBA hormonlarinin
farkl konsantrasyon ve kombinasyonlari ile kurulan denemeler mevcut olup, sirgiin
rejenerasyon frekanslarinin %33 (Basalma ve ark., 2008) ile %35 (Motamedi ve ark.,
2011) oldugu belirlenmistir [18,21]. Tirkiye’de vyetistirilen diger cesitlerle ilgili doku

kiltirt calismasina rastlaniimamistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez galismasinda, Aspir Balci gesidinde farkh biylime dizenleyicilerinin sirgln

rejenerasyonuna etkisini belirlemek amacglanmistir.

1.3 Hipotez

Aspir bitkisi, alternatif yag bitkileri arasinda yer almaktadir. Yag sanayiinde kullanim
alani disinda gida, boya, tip vb. bircok alanda daha genis kullanim alanina sahip olan
aspir bitkisinin tariminin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple, verimi yliksek ve
cesitli stres kosullarina dayanikh aspir yetistiriimesi amaciyla c¢alismalar
ylriuttlmektedir. Klasik 1slah yontemleri ile bu sorunlarin ¢éziimlenememesinden
dolayi doku kiltiri gibi biyoteknolojik yontemlerin kullanimi giin gectikce artmaktadir.
Aspir doku kiltliri calismalarinda rejenerasyon frekansinin disiik olmasi, rejenere
surglinlerde gozlenen vitrifikasyon ve koklendirme problemleri gibi sorunlar karsimiza

cikmaktadir. Bu sinirlamalar, etkili bir rejenerasyon protokolii olusturulmasi



gerekliligini gostermektedir. Bu calisma ile birlikte aspir bitkisi Balci ¢esidinde ilk kez
farklhh buyime dilzenleyicilerinin in vitro dayali cogaltima etkisi belirlenecektir.
Literatlire gore daha once bu amacla bir calismaya rastlanmadigindan Ulkemiz icin

ekonomik degeri bulunan bu gesit tGzerinde bdyle bir ¢alisma planlanmistir.

Bitki buylime dulzenleyicilerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlari denenecektir.
Farkli konsantrasyonlara sahip sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin eksplantlardan

surgiin olusumunu tesvik etmesi beklenmektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Aspir (Carthamus tinctorius) Bitkisi

Carthamus tinctorius, Compositae familyasina ait yagli-tohumlu, tek yillhik tibbi bir
bitkidir. Ulkemizde yalanci safran, Amerikan safrani ve boyaci safrani gibi isimlerle
anilmaktadir [3]. Ana vatani Arap Yarimadasi‘dir. Daha sonra buradan iran, Pakistan,
Hindistan ve diger Ulkelere dagilmistir. FAO 2013 verilerine gore ise Diinya genelinde
60in Gzerinde Ulkede aspir tarimi yapilmaktadir. Bu Ulkeler arasinda ilk sirayi Hindistan
almaktadir. GUnlimizde Uretimini gerceklestiren diger baslica llkeler ise Amerika,
Meksika, Arjantin ve Cin‘dir [4]. Diinya genelinde simdiye kadar tespit edilmis 25 aspir
tlrd bulunmaktadir [22]. Cronquist (1968) siniflandirma sistemine goére Carthamus

tinctorius turline ait sistematik bilgisi cizelge 2.1’deki gibidir [23].

Cizelge 2. 1 Cronquist siniflandirma sistemine gére Carthamus tinctorius tiriinin

sistematigi
Alem: Plantae (Bitkiler)
Sube: .
Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Sinf: Magnoliopsida (iki cenekliler)
Takim: Asterales
Familya: Astraceae / Compositae (Papatyagiller)

Alt Familya: Carduoideae
Cins: Carthamus
Tiir: Carthamus tinctorius (Yalanci Safran)




Aspirin 6nemi, tohumundan elde edilen yagina olan talepten kaynaklanmaktadir.
Ulkemizde giin gectikge gerekliligini hissettiren yemeklik yag acigi vardir. Bu agigl
kapatmak igin aspir bitkisinin kullanimi yararli olacaktir. Yemeklik yag uretiminde
kullanilan baslica bitkiler aspir, kanola ve zeytin olarak siralanabilmektedir. Aspir
tohum yaginin, kanola ve zeytinyagi ile karsilastirildiginda igerik itibariyle daha saglkli
oldugu rapor edilmistir [24]. Aspir yagi oleik asit (omega-9) bakimindan zengindir ve
insanlar i¢in esansiyel yag asidi olan linoleik asit (C 18:2) orani %75’e kadar
ulagsmaktadir. Bu nedenle 6nemli bir besin kaynagidir. Yaginin insan saghgi agisindan bir
diger onemi yiksek a-takoferol igerigidir [25]. Aspir yaginin bu o0zelligi kandaki

kolesterol seviyesini distirmeye yardimcidir [22].

Aspir bitkisi, alternatif yag bitkisi olmasinin yani sira yem, yakit, boya sanayii ve tibbi
amagli kullanim alanlarina sahiptir. Boya sanayiindeki 6nemi, igerdigi yiksek orandaki
linoleik asit (Omega-6) ten gelmektedir. Bu icerigi sayesinde ¢abuk kuruyan yaglardan

oldugu icin, boya sanayiinde sikca tercih edilmektedir [26,27,28].

Bununla birlikte, aspir insan insdlini, apolipoprotein-Al, bliyime hormonlari vb.
Uretimi igcin molekiler tarim g¢alismalarinda model organizma olarak kullanilmaya

baslanmistir [29].

Tim bu kullanim alanlari aspir bitkisinin daha genis alanlarda Uretimini
gerektirmektedir. Bu genis alandaki Uretim gereksinimi karsilamak tariminin

gelistirilmesiyle mimkiin olacaktir.

Onemli bir diger yag bitkisi olan aycicegine bakildiginda aspir bitkisine gére soguga ve
kurakliga daha hassas olmasina karsin olduk¢a genis bir alanda tarimi
surdiriulmektedir. Diger yag bitkileri ile karsilastirildiginda aspir bitkisi kurakhga daha
dayanikli olmasina ragmen tariminin gelisememesi ise distk tarim verimi ve disuk yag

orani vermelerinden kaynaklanmaktadir [30].

Aspir tariminin gelistiriimesi amaciyla verimi ylksek, kaliteli ve strese dayanikh
cesitlerin elde edilmeye calisildigl 1slah calismalari yapilmaktadir. Islah ¢alismalarinda
klasik islah ile coziimlenemeyen problemlerin asilmasi i¢in biyoteknolojik yontemlerin
kullanimi gin gectikce artmaktadir. Aspir 1slah programlarinda biyoteknolojik

yontemlerin kullanilabilmesi aspir doku kiltiri ve molekiiler genetik calismalarina
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bagldir. Genel itibariyle aspir bitkisi Gzerinde yapilan doku kultiiri ¢alismalarinin asil
amaci islah programlarinda yeni yontemlerin kullanilabilmesine olanak saglamaktir.
Bununla birlikte gen kaynaklarinin korunmasi, sekonder metabolitlerin in vitro Giretimi

icin de doku kdilturd ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayni zamanda Urlinin yetistiriimesinde genetik zenginlik igin in vitro tekniklere ihtiyag
duyulmaktadir. Ornegin, abiyotik ve biyotik strese karsi bitkinin kendi genetik cesitliligi
sinirl kalmaktadir ve bu sartlarda yetistirilmesi zorlagmaktadir [16]. Fakat in vitro
tekniklerle genetik cesitliligi arttirilan aspir bitkisinin yetistiriimesi ve Uretimi daha

kolay hale gelmektedir.

Diger yandan aspir doku kiltiri ¢calismalarinda rejenerasyon frekansinin disiik olmasi,
rejenere slirglinlerde gozlenen vitrifikasyon ve koklendirme problemleri gibi sorunlar
nedeniyle biyoteknolojik yontemlerin i1slah programlarinda kullanimini sinirlandirmis
durumdadir [4]. Bu nedenle doku kiltirinde karsilasilan bu sorunlarin ¢6zimi 6nem
arz etmektedir. Ayrica genotipin rejenerasyon frekansi Gizerindeki etkisi nedeniyle her

genotip icin uygun protokoliin gelistirilmesi gerekmektedir.

Aspir bitkisi, genellikle 80-100 cm arasinda boylanabilen, dikenli ve dikensiz formlari
olan, dikenli formlarin dikensizlere gore daha fazla yag icerdigi, sari, beyaz, krem,
kirmizi ve turuncu gibi degisik renklerde ciceklere sahip, tohumlari, beyaz, kahverengi
ve lzerinde koyu cizgiler bulunan beyaz taneler seklinde olan, dallanan ve her dalin
ucunda icerisinde tohumlari bulunan kigulk tablalar olusturan, renkli cgicekleri (petal)
gida ve kumas boyasinda kullanilan, yaklasik 2.5-3.0 m derinlere gidebilen bir kazik kok
sistemine sahip, yazlik karakterde ve ortalama 110-140 giin arasinda yetisebilen tek

yillik bir uzun giin yag bitkisidir (Sekil 2.1) [31].

Sekil 2. 1 Aspir (Carthamus tinctorius) bitkisinin gortintisi [32]
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2.2 Bitki Doku Kiiltiiri

2.2.1 Bitki Doku Kiiltiirii Tanimi ve Tarihgesi

Bitkilerin 1slah ¢alismalari gdz oOniine alindiginda tarihte iki dnemli dénem goze
carpmaktadir. Klasik bitki 1slah yontemleri, ticari glibre ve diger benzeri uygulamalari
icine alan donem “Yesil Devrim” olarak adlandirilirken, DNAnin kesfi ile baslayip
bakteri genetigi ile bitki doku kiltlr( yontemlerinin kullaniimaya baslandigl ve birgok
bitkiye bu yontemlerin uygulandigi donem ise “Gen Devrimi” olarak adlandirilmaktadir
[33]. Yesil devrime bakildiginda tretim, tohum-bitki-tohum dongusiinde gerceklesirken
gen devriminde bu durum biraz daha farklidir. Uygulamalar daha molekiiler diizeylerde
gerceklestirildigi icin, Gretim asamalarinda tohum zincirinin en ufak parcalarinda dahi
degisiklige gidilerek sonuca varilmaktadir. Buradan yola ¢ikarak; bitki doku kdlturd,
genetik mihendisligi ve bitki biyoteknolojisi alanlarinda birlestirici bir unsur olarak

goze carpmaktadir.

Bitki doku kultuird, in vitro ortamda su, vitaminler, bitki besin elementleri, katilastirici
ve gereken durumlarda bitki bliyime diizenleyicilerinin eklendigi, 1sik gegirebilen - agzi
kapal steril kaplar icerisinde, sterilize edilmis bitki materyalinin steril kabin icinde bu
steril kaplara alinmasidir. Buradaki in vitro ortam kavrami bize yontemin, petri, sise ya
da deney tlpl icerisinde, 1sik-sicaklik gibi fiziksel faktorlerin kontrol edilebildigi
calismalari belirtmektedir. Saglanan bu kontrolli kosullar altinda kiiltiire alinan
bitkilerden alinan eksplantlar (bitki doku parcgalari) araciligiyla istenilen degisiklikler
yapiimaktadir. Normal sartlar altinda, dogada bitkiler tohum, spor ya da celiklerden
gelismektedir. Fakat s6z konusu in vitro ortam oldugunda bitki generatif lGreme
organlari (tohum, anter, ovaryum gibi) yani sira vegetatif organlari (kok, govde, yaprak

gibi) araciligi ile de cogaltilabilmektedir.

Bitki doku kuiltiirt calismalarinda, genellikle bitkiden alinan eksplant cesidine gore farkli
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler yeni bitkiyi olusturacak olan bitki parcasinin
ana bitkinin hangi kismindan alindigina, hangi bitki formunun (retilecegine ve bitkinin

gelisim safhalarina gore farkl isimler almaktadir [34].
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ilk hiicre teorisinin ispati sonrasinda, 1900’lii yillardan itibaren bitki doku kiiltiirii
¢alismalar baslamistir. Doku kiltirinin temeli olarak sayilabilecek hiicre teorisini
tanimlayan Schleiden (1838) ve Schwann’in (1839) calismalari ile totipotensi kavrami
ortaya atilmis ve zamanla bu kavram anlasilmaya baslamistir. Bu slire¢te bazi basarisiz
sonuglar alinmis olmakla birlikte, 1902 yilinda Haberlandt, Eichhornia crassipes
bitkisinin izole edilmis yaprak hiicrelerinde ¢alismis ve bitkilerin in vitro kiltirtund
cahisan ilk bilim insani olmustur. Totipotensi kavraminin kesfiyle beraber, bu hiicrelerin
bitkiden izole edilerek uygun besin ortami ve fiziksel sartlar saglandigi takdirde bu
bitkiye benzer bitkiler olusturabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. 1934‘lere gelindiginde ise,
White doku kiiltlirii calismalarinda besin ortamina seker, vitamin, inorganik maddelerin
ilave edilmesinin, Gautheret ise ortam sartlarinin aseptik olmasi konusunun
gerekliligini vurgulamislardir. 1983 yilina gelindiginde doku kiltiri ortaminda titin

bitkisine ilk gen transferi gerceklestirilmistir (Cizelge 2.2).
Cizelge 2. 2 Bitki doku kultlirinde 6nemli calismalar [35].

Tarih  Calismalar Arastiricilar

| Torin Galgmalar _ Aestrclr
1838 Hiuicre Teorisi — Totipotensi (Bitki Hiicreleri) Schleiden
1838 Hiicre Teorisi — Totipotensi (Hayvan ve insan Hiicreleri) Schwann
1902 ilk izole edilmis hiicrelerin kiiltiiri Haberlandt
1904 Olgun embriyolarin kiltlra Hanning
1917 Biyoteknoloji teriminin ilk kullanimi Karl Ereky
1920 Oksinin tanimlanmasi Went ve ark.
1922 Kok ve sirgilin uglarinin laboratuvarda cogaltimi Kotte ve Robbins
1922 Kok ve siirglin uglarinin laboratuvarda gogaltimi Kotte ve Robbins
1924 ik embriyo kurtarma teknigi (misir) Dieterich
1934 Ik stirekli kok kiiltirleri (domates) White
1934 ilk kallus kltirleri Gautheret
1942 ilk kallus kiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi Gautheret
1946 Siirglin uglarindan ilk bitki eldesi Ball
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1953

1954

1957

1958

1960

1960

1962

1965

1967

1968

1970

1971

1974

1978

1983

1986

1990

1995

Cizelge 2. 2 Bitki doku kilturiinde 6nemli ¢alismalar [35] (devami).

DNA’nin yapisinin belirlenmesi
Hiicre stispansiyonlarindan ilk bitki eldesi

ilk sitokinin tanimlanmasi ve organ olusumunda sitokinin/oksin
oraninin éneminin ortaya konulmasi

ilk somatik embriyogenesis (havug)
ilk anter kilttri
Mikropropagasyon

MS besin ortaminin gelistirilmesi

Tek hiicreden bitki rejenerasyonu

ilk haploid bitki tiretimi

B5 ortaminin gelistirilmesi

HEPA filtrelerinin kullanilmaya baslanmasi
Protoplastlardan ilk bitki rejenerasyonu
ilk mikrospor kiiltiirii

Cinsler arasi somatik melezleme
Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (titln)

Transgenik ilk bitkinin tarla testleri

Sentetik tohum gelistirme ve hizli dondurma yoluyla germplazm
muhafazasi

ilk rekombinant insan gidasi (domates)

2.2.2 Bitki Doku Kiiltlirii Kullanim Alanlari

2.2.2.1 Islah Alanindaki Uygulamalar

Watson ve Crick

Muir ve ark.

Skoog ve Miller

Steward ve ark.

Maheswari

Morel

Murashige ve
Skoog

Vasil ve
Hilderbrandt

Bourgin ve Nitsch

Gamborg ve ark.

Nagata ve Takabe
Nitsch

Melchers ve ark.

Murai ve ark.

Flavr Savr
Domates

Bitki doku kiltiriinin 1slah alanindaki uygulamalarina bakildiginda; embriyo kiltiird,

anter ve yumurtalik kultiri, somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon, in vitro

doéllenme, in vitro germplazm muhafazasi, somatik hiicre melezlemesi, gen transferi

karsimiza ¢ikmaktadir.
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Tirler arasi melezlemelerden sonra embriyo kiltlrd, zigot olusumu sonrasi olusan
uyusmazliklardan dolayr embriyo olusumu olumsuz etkilenmektedir. Bu olumsuzlugun
giderilmesi adina, embriyolar doku kiltiri yontemi ile gelistiriimekte ve yeni melez

bitkiler olusturulmaktadir. Bu teknigin bir diger ismi embriyo kurtarma teknigidir [35].

Haploid bitki tretiminde anter (polen) ve yumurtalik (ovil) kiltira ise, klasik islah
yontemleri ile uzun zaman alan hatlarin saflastiriimasi islemine alternatif bir
yontemdir. Mayoz gegirmis haploid kromozomlu hiicreler (polen -mikrospor- veya
megaspor) veya bu hicreleri iceren anter ve yumurtalik kisimlarindan doku kaltiiri
teknigiyle %100 homozigot bitkiler elde edilmesidir. Bu teknigin bir diger ismi in vitro

haploidi teknigidir [35,33].

Somaklonal varyasyon yodntemi, totipotent o6zellikteki ya da kallus olusturabilme
yetenegine sahip hiicreler uzun sire kiltir ortaminda tutulduklarinda bu 6zelliklerini
yitirebilirler. Bu hticrelerden olusturulan yeni bitkilerde ise gen/kromozom bozukluklari
gozlenmektedir. Bu bozukluklar sonucu ise somaklonal varyasyonlar ortaya
¢ikmaktadir. Somaklonal varyasyonlar ise vyeni c¢esitlerin yetistirilmesi ve
gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Chrispeels ve Sadava, 1994). Somaklonal
varyasyonla ortaya cikan degisiklikler; tohum veriminin, bitki canlihigl ve iriliginin,
hastaliklara dayanikliiginin, cicek rengi ile yaprak ve cicek morfolojisinin degismesi

olarak siralanabilir [36,33].

In vitro seleksiyon yontemi, tek hicre seviyesinde uygulanmaktadir.
Cesitli (tuz, herbisitler, patojenler vb.) faktorlere karsi dayanikliiga gore seleksiyon
yapilmasi sonucu bu hiicrelerden ilgili faktérlere karsi toleranslh veya dayanikl hiicreler
elde edilebilmektedir. Bu teknige in vitro seleksiyon denilmektedir.
In vitro dollenme yonteminde ise 6zellikle aklimasyon yapilamayan yani dis ortama
alistirlamayan bitkilerden tohum almak icin tozlasmalari laboratuvar ortaminda

saglanmaktadir. Fakat bu yontem sinirli kalmaktadir.

In vitro germplazm muhafazasi yonteminde, totipotent hiicrelerin in vitro kiltirleri
uzun slreli olarak saklanabilmektedir (kallus veya silispansiyon hiicreleri seklinde) ve
ihtiyac duyuldugu an tam-yeni bir bitki olusturabilme yetenegine sahip bu hiicrelerden

yeni bitkiler olusturulabilmektedir. Ayni sekilde kiiltiire edilmek yerine, yeni bitki
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olusturabilme yetenegine sahip ayni hiicreler, az miktarda besin maddesine ve alana
ihtiyac gostererek dislik sicaklikta (4°C) aseptik sartlarda 1 ile 4 yil arasinda
saklanabilmektedir. Bu yonteme benzer sekilde ¢ok daha distik sicaklklarda (196°C)
sivi azot icerisinde doku ve hiicreler dondurularak saklanabilmektedir. Bahsedilen bu
doku kultlri teknikleri, in vitro germplazm muhafazasi agisindan bir hayli nemlidir. Bu

sayede gen ve tohum bankalarina alternatif olusturabilmektedir [36,33].

Somatik hiicre melezlemesi yontemi protoplast flizyonu adiyla da bilinmektedir. Bu
yontem ise, klasik melezleme ile elde edilemeyen hibritlerin eldesinde kullanilan bir
yontemdir. Elde edilen somatik melez hiicreye heterokaryon adi verilmektedir ve bu
hiicre, kallus olusturulmasi ve bitki rejenerasyonu ile yeni bitkilerin elde edilmesinde
yontemin en gerekli ve kilit parcasi olma 6zelligini tasimaktadir. Bu yontem aslinda bir
bakimdan genetik kopyalamadir ve bitki biyoteknolojisi alaninda yaklasik 30 yildir
uygulanmaktadir. Uygulamanin en basarili 6rnegi ise titln bitkisinde yapilan ¢alisma

olmustur [37,33].

Gen transferi yontemi, doku kiltiriinde bitki 1slahinda kullanilan en vyaygin
yontemlerden biri olmustur. Bu yontemde gen ya da genler bitkilere aktarilmaktadir.
Bu yontemde olmazsa olmaz olan ise, tekrarlanabilir bir hiicre-bitki rejenerasyonuna

(organogenesis/somatik embriyogenesis) ihtiya¢ duyulmasidir [33].

2.2.2.2 Islah Disi Uygulamalar

Bitki doku kiltlird uygulamalarinda islah alanindaki uygulamalar disinda kalan ticari ve
islah disi uygulamalar mevcuttur. Bu yontemler hastaliksiz bitki elde edilmesinde
meristem kiltlrd, mikrogogaltim, sentetik tohum lretimi (somatik embriyo), sekonder
metabolit  Gretimi  (hlcre-kallus  slspansiyonlar)) ve  kimeralar  olarak

siralanabilmektedir.

Hastaliksiz bitki eldesinde meristem kiltliri uygulamasi, tim apikal meristem ya da
burdan alinan kigik embriyonik pargalarin kiltire alinmasiyla uygulanan tekniktir. Ug
ve yan meristemlerden bircok yeni bitkiler elde edilebilmektedir. Elde edilen bitkiler

bircok bakimdan birbirine benzerdirler [33].
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Mikrogogaltim yontemi ise, olgun ya da heniz olgunlasmamis somatik hiicrelerden
direkt (somatik embriyogenesis/organogenesis) ya da indirekt (kallus/protoplast vb.
araciligiyla) yollar ile bitkilerin ¢ogaltilmasi ve koklendirilmesi islemlerine verilen genel

isimdir [33].

Sentetik tohum Uretimi (somatik embriyolar) yontemi ise, somatik embriyolarin cesitli
yontemlerle kaplanarak sentetik tohumlar olusturulmasini kapsamaktadir. Sentetik

tohumlar ebeveyn hatlarin muhafazasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sentetik metabolit Uretimi kallus-hiicre slispansiyonlari aracili yapilmaktadir. In vitro
hiicre kiltiurleri sekonder metabolit tretiminde kullanilan 6nemli kaynaklardir. Bitki
sekonder metabolitlere 6rnek olarak tanenler, antosiyaninler, karetenoitler, alkaloitler
verilebilmektedir. Bu metabolitler bitki blyime ve gelismesinde dogrudan
kullanilamamaktadir. Son yillarda sekonder metabolit tiretimi icin yonca; azotlu glibre
kullaniminin az, ot veriminin yiksek olusu ve genis adaptasyon yetenegiyle alternatif
bir bitki olarak géze carpmaktadir. Uretim icin ilgili enzim alindiktan sonra ise yoncanin

geriye kalan kismi ot olarak kullanilabilmektedir [33].

Kimeralar ise, 6zellikle siis bitkileri igin karsimiza gikan bir uygulamadir. Kimerik bitkiler,
farkli  tirlerin  protoplastlarin  karisimi  seklinde tanimlanabilmektedir.  Bitki

rejenerasyonu ve mutasyon uygulamalari sonucu olusturulabilmektedir [33].

2.2.2.3 Arastirma Alanindaki Uygulamalar

Temel arastirma alanlarinda da bitki doku kiltlrd uygulamalarina rastlanmaktadir.
Doku kdltird uygulamalarina rastlanan bu alanlar arasinda protoplast izolasyonu ve
flizyonu, hicre, doku ve bitki beslenmesi, sitogenetik c¢alismalar, biyolojik azot
fiksasyonu vb. gibi calismalar siralanabilmektedir. Tim bu arastirma alanlari genel

olarak sistem gelistirmede faydali olmaktadir [38].

2.2.3 Bitki Doku Kiiltiirii Teknikleri

Bitki doku kdlttrd c¢alismalari, temelde 6 bashk altinda toplanmaktadir. Bu
siniflandirma Cizelge 2.3 te gosterilmektedir. Bitki doku kiltirl teknikleri, bitin bitki

kiiltirt (orkide tohum kultlirt), embriyo kiltliri (embriyo kurtarma), organ kiltlri
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(mikrogogaltim), kallus kiltlrd, hicre stispansiyon ve tek hiicre kiltlrleri, protoplast

kiltird ve somatik hibridizasyon olarak siralanmaktadir.

Gizelge 2. 3 Bitki Doku Kualturt Teknikleri

Bitki Doku Kulturi Teknikleri

1.Batdn bitkinin kaltlra (Orkide tohum kiltara)

2. Embriyo kiltird (Embriyo kurtarma)

3. Organ kiltlra: Mikrogogaltma

A. Kati veya yari kati besi ortaminda organogenezis

1. Meristem ve slirgiin ucu kiltiri

2. Tomurcuk kultird

3. Kok kaltara

4. Yaprak kaltara

5. Anter kalttrtu

B. Somatik embriyogenezis

C. Biyoreaktorde organogenezis ve somatik embriyogenezis

D. In vitro mikroasilama

E. ince hiicre katmani teknolojisi (TCLs)

F. Fotoototrofik kulturler

4, Kallus kalttra

5. Hiicre stspansiyon ve tek hiicre kiltirleri

6. Protoplast kiiltlirti ve somatik hibridizasyon

Embriyo kiltlrid (embriyo kurtarma) teknigi, embriyonun yumurtalk icindeki gelismesi
sirasinda istenilen belirli bir devresinde izole edilerek, cimlendirip, gelistiriimesine
denir. Sekonder metabolit Gretimi gibi amacglarla yapilan embriyo kiltird tekniginde
ise, embriyo ile kastedilen ana bitkiden alinan embriyo yerine somatik embriyo
kismidir. Bu kiltirler ya dogrudan somatik embriyogenezle ya da dolayli somatik

embriyogenez yolu ile tesvik edilirler ve embriyolar olusturulur [39].

Organ kilturt (mikrogogaltim) teknigi, bitkilerin vejetatif olarak hizli ve ¢ok miktarda

cogaltilabilmesine olanak saglayan yontemdir. Bir bitkinin tam bir bitkiyi olusturabilme
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potansiyeline sahip bitki kisimlarinin (embriyo, tohum, gévde, siirgiin, kok, kallus, tek
hicre ya da polen tanesi vb.) alinarak, in vitro kosullar altinda yeni bitkilerin elde

edilmesi olarak tanimlanmaktadir.

Kallus kltirleri, ana bitkiden kesilip ¢ikarilan ve bolinme yetenegini yitirmemis doku
pargalarinin in vitro kosullarda kiltire alinmasiyla elde edilir. Kdltire alinan bu

parcalar ayni zamanda morfolojik dlizensizlige sahip kitleler olarak da tarif edilebilir.

Hiicre slispansiyon ve tek hicre kiltlrleri, sivi blylime ortaminda genellikle tek hiicre
seklinde veya kuguk c¢apli hicre gruplarini iceren doku kiltiirt teknigidir. Hiicre
stispansiyon kiltlrleri kallus kiltlrlerine gére daha hizli bliylime géstermesi agisindan

avantajl kabul edilmektedir.

2.2.4 In Vitro Rejenerasyon Teknikleri

2.2.4.1 Organogenez

Dollenme, zigot meydana getirmek Uzere, farkh iki gametin biraraya gelmesi olayidir.
Déllenmenin gerceklesmesi ardindan zigot, ard arda mitotik bélinmeler gegirerek

bitkinin cok-hticreli (doku) ve ¢cok-organlh (organizma) yapisini meydana getirir.

Hicre ve dokulara baski uygulanarak bazi degisiklikler olusturulur. Bu degisiklikler,
surglin olarak adlandirilan kékenini aldigi dokuya bagh olarak bir yapinin meydana

gelmesi islemine ise organogenesis denilmektedir.

Organ olusumu olarak da adlandirabilecegimiz  organogenesis  olayinin
gerceklesebilmesi icin bazi sartlar olusturulmalidir. Bu sartlar, 6ncelikle uygun
eksplantin segilmesi, eksplanti koyacagimiz biylime dizenleyicileri iceren uygun bir

besi ortamina karar verilmesi ve fiziksel cevre kosullarinin uygun hale getirilmesidir.

Eksplant secimi, organogenesis siireci icin ilk ve dnemli bir asamadir. Kiltlire aldigimiz

eksplanti etkileyen faktorler vardir. Bu faktorler;
»doku kaynagi olarak kullanilan organ,
»organin fizyolojik ve ontogenetik yapisi,

»eksplant yasi (bitkiden alindig1 dénem),
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»eksplant bayuklagu,
»eksplantin alindigi bitkinin diger 6zellikleri olarak siralanabilir.

Organogenesis islemi igin alinan eksplantlar ise genellikle; kok, govde, yaprak, cicek,
yumurtalik veya yumurta hicresi, fide organlar (hipokotil, kotiledon gibi) ve tohum

embriyosudur.

Eksplantin besi ortamina alindiktan sonra kiltiir sartlari iyi kontrol edilmelidir. Kiltir
ortaminin fiziksel hali (kati/sivi olusu), pH, nem, 1sik, sicakhk, kultir kaplarinda biriken
gaz miktari organogenesis basarisi acisindan dnemlidir. Besi ortaminin fiziksel hali yani
kati veya sivi olusu organogenesis silrecini etkilemektedir. Agar yardimiyla
katilastirilmis besi ortaminda kallus olusumu yavas olacaktir ve varolan kalluslarin
etrafinda yeni hiicreler gelisecektir. Fakat buna ragmen genel olarak organogenesiste
basari orani kati besi ortaminda daha yliksektir. Istk etmenine bakildiginda ise,
maksimum kallus blylmesi karanlikta olmasina ragmen, isik siddetinin dustk olusu
organogenesis slirecine olumlu katkilar saglamaktadir. Sicaklik etmeninde ise bitkiler
genellikle 20 ile 30 °C araliginda gelisimleri strdururler Diger yandan kiltiire alinan

eksplantlarin icinde bulundugu atmosfer gaz icerigi de sistemi etkilemektedir [40].

Organogenez {i¢ asamada gerceklesmektedir. ilk asamada, hiicreler komponent
(yeterli) hale gelirler. Daha sonra farkhlasirlar. Ugiincii ve son asamada ise morfogenez

gerceklesir [41].

In vitro organogenesis iki tip olabilmektedir: indirekt ve direkt organogenesis (Cizelge
2.4). Direkt organogenesiste, kallus asamasi olmaksizin sirglin Uretimi
gerceklestirilirken indirekt embriyogenesiste, kallus yoluyla indirekt organ olusumu

saglanmaktadir [42].

Cizelge 2. 4 Organogenesis Tipleri

SURGUMN
VEYA
KOK

iINDIREKT
ORGAMNOGENESIS

BITKI

SURGUMN
VEYA
KOK

DIREKT .
ORGAMNOGENESIS

BiTKI

ORGANOGENESIS
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2.2.4.2 Somatik Embriyogenez

Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolara somatik embriyo adi verilmektedir. Somatik
embriyogenesis, bitki somatik dokulari kullanilarak bir embriyo Uretimini saglayan

gelisme sirecidir.

Somatik embriyogenesis ilk defa havuc¢ bitkisinin somatik dokulari kullanilarak
denenmis ve basarili olunmustur. Organogenezde oldugu gibi kallus aracili indirekt ya

da direkt eksplant araciligiyla olusabilmektedir.

Somatik embriyolar, sentetik tohum Uretimi icin kullanilabilmekte ve Uretilen bu
sentetik tohumlarin dondurularak muhafazasi saglanabilmektedir. Sentetik tohum,
kaplanmis somatik embriyolara verilen isimdir. Sentetik tohumlarin bircok avantaiji

vardir. Uzun slire saklanabilme, diisik maliyetlerle mimkin olabilmektedir.

Somatik embriyogenezin bilinen bir diger avantaji ise, somatik embriyolar,
organogeneze ihtiya¢ duyulmaksizin direkt c¢imlendirilerek butin bir bitkiye
donustirilebilmeleridir. Bu agidan bakildiginda somatik embriyogenez, dogal

¢imlenme islemini taklit eden bir islemdir.

2.2.5 Bitki Doku Kiiltiirii Asamalari

Bitki doku kultliri islemleri bircok asama gerektirmektedir. Hazirlik, sirgiin
rejenerasyonu, koklendirme ve topraga alistirma olmak (zere dort asama
siralanabilmektedir. Ayrintili bir sekilde ifade edilecek olursa sirasiyla, galisma
Oncesinde uygun laboratuvar diizeninin kurulmasi ardindan bitki materyaline karar
verilmesi ve bu materyale uygun besin ortaminin amaca uygun olarak secilerek
hazirlanmasi ve sterilizasyonunun vyapilmasi gelmektedir. Daha sonra kallus
olusturulmasi  gerceklestirilerek,  olusturulan  kalluslardan  istenilen  bitki
rejenerasyonunun uyarilmasi saglanmaktadir. Ardindan, olusturulan sirginlerin
cogaltilarak boylarinin uzatilmasi ve somatik embriyolarin olusturulmasi gelmektedir.
Sonrasinda ise wuzayan sirglnlerin koklendirilip dis ortama aklimitizasyonu

saglanmaktadir (Cizelge 2.5).
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Gizelge 2.5 Bitki Doku Kilttri Asamalari

1. Uygun bir laboratuvar diizeninin kurulmasi

2.Bitki materyalinin ve bu materyale uygun besin ortamlarinin se¢imi, hazirlanmasi ve
sterilizasyonu

3. Kallus olusturulmasi

4. Kalluslardan gesitli yéntemlerle bitki rejenerasyonunun uyarilmasi

5. Olusan siirginlerin cogaltilmasi ve boylarinin uzatilmasi, somatik embriyolarin
olusturulmasi

6. Uzamis olan sirgtnlerin koklendirilmesi

7. Koklenen bitkilerin dis ortama aklimitizasyonu
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

Calisma 2016-2017 yillari arasinda Yildiz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimi‘ne ait Bitki Doku Kiltiiri Laboratuvari‘nda
ylrittlmasttr. Calismada aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisinin Balci ¢esidinin in

vitro gogaltiminin gergeklestirilmesi amacglanmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Bu tez calismasinda deney materyali olarak Asteracea (Compositae) familyasina ait
Carthamus tinctorius tlrlne ait Balci ¢esidi tohumlari kullanilmistir. Tohumlar Eskisehir
Gegit Kusagl Tarimsal Arastirma Enstitlisi Mudirligi‘nden temin edilmistir ve 20 °C

oda sicakliginda muhafaza edilmiglerdir.

3.1.2 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bitki bliyime dizenleyicileri (BBD), bitki doku kiltlri calismalari icin temel unsurlar
arasinda yer almaktadir. Kiltlre alinan bitkinin, gelisimsel programini maniptle etmek
(6rnegin sirginlerden kok olusumu vb) icin bu dizenleyicilere ihtiya¢c duyulmaktadir
[42]. Farklh konsantrasyon ve diger BBD ile kombinasyonlarinda farkli etkiler ortaya
¢ikmaktadir. Alinan eksplant tipi ve olusturulmak istenen doku ya da organa gore
ortama farkh bitki bliiyliime diizenleyicileri ilave edilmektedir. Bitki hormonlari olarak da

adlandirabilecegimiz bu bliyime dizenleyicileri, ¢cok kiglik konsantrasyonlarda dahi
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etkili olabilen organik bilesiklerdir. Bitkiler tarafindan tretilen hormonlar baslica, indol
asetik asit, zeatin, absisik asit, etilen olarak siralanabilmektedir. Bunun yani sira
sentetik yollarla Uretilen hormonlar da vardir. Bunlara genel olarak bitki biyime
dizenleyicileri ismi verilmektedir. Sikga kullanilan bitki bliyime dizenleyicileri oksinler,
sitokininler, giberellinler, absisik asit ve etilen olmak lzere 5 ana baslk altinda
toplanabilmektedir (Cizelge 3.1). Bu kimyasallar, besin ortamina ilave edilmeden 6nce
stok sollisyonlari hazirlanir ve daha sonra calismalarda bu stok sollisyonlardan ilave
yapilir. Stok soltsyonlari hazirlanirken Sodyum hidroksit (NaOH), etanol (EtOH), dimetil
sulfoksit (DMSO) gibi ¢ozlici maddeler kullanilir (Cizelge 3.1). Bu c¢ozlculer ile

¢ozuldikten sonra belirli konsantrasyonlarda stok sollisyonlari elde edilmis olur.

Oksinler, kok gelisimi, fotoperyodizm, apikal dormansi, yan sirgin gelisiminin
engellenmesi ve hiicrenin blyiimesinde etkilidir. En temel formu IAA (indol asetik asit)
iken diger yaygin olarak kullanilan oksin cesitleri IBA (indol batirik asit), NAA (naftalen
asetik asit) ve 2,4-D’dir (2,4-diklorofenoksiasetik asit) [43]. Doku kiltirl ortamina tek
basina eklendiklerinde kallus ve somatik embriyo olusumunun uyarimini saglarken,
sitokininler ile kombine edilmesi halinde yine kallus ve somatik embriyo olusumunu ve
ek olarak sirgiin rejenerasyonunu saglamaktadir. Stirgiin koklendirilmesi islemi icin ise

vezgecilmez hormon grubudur [33,44,45].

Sitokininler, slirgiin rejenerasyonu, yeniden farklilasmayi ve hiicre boliinmesini tesvik
etmektedir. En yaygin olarak karsimiza c¢ikan sitokininler BAP (benzilaminopdrin), 1-
Fenil-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl) lre (Thidiazuran-TDZ), zeatin (ZEA) ve KIN (kinetin) dir. En
¢ok karsimiza c¢ikan sitokinin formlari aminopdrin tirevleridir. Bitkide c¢ogunlukla
yapraklarda ve kdk ucu meristeminde (retilmekte olup, antioksidan aktivitesi
sayesinde yaslanmayi da geciktirmektedir. Surgiinlerde koklenme ve embriyogenesisi

engelleme 6zelligi ile de bilinmektedir [33,44].

Giberellinler, sirgiin boyu uzatilmasinda, embriyo kiltiirlerinde, bitkilerde gévdenin
uzatilmasinda ve meristemden sirgiln rejenerasyonunun uyarilmasinda yararlanilan
hormon grubudur. Adventif kok olusumunu, organogenesisi ve kallus gelisimini

engelleme 6zelligi vardir. Ciceklenme hormonu olarak da bilinirler [33,44].
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Absisik asit, tohumlarda ve strese maruz kalmis yapraklarda bolca bulunmaktadir. Isiga

karsl

hassas bir hormon grubudur.

Hormon olarak

islevi

henliz tam olarak

aydinlatilamamistir fakat somatik embriyo olgunlasmasinda pozitif etkiler gosterdigi

bilinmektedir. Ayrica stomalarin agilip-kapanma mekanizmasi lzerinde de etkileri

vardir [33,44].

Etilen, gaz formundaki tek bitki hormonudur. Ciceklenmeyi tesvik edici ve meyve-sebze

olgunlagsmasini hizlandirici etkilere sahiptir. Gaz formunda bir hormon oldugu igin

yayllma gosterebilir. Bu nedenle yalnizca sentezlendigi bitkiyi degil, komsu bitkileri de

etkileyebilmektedir [44].

Cizelge 3. 1 Bitki Bliylime Duzenleyicileri

Toz Hal icin | Sivi Hal igin Otoklav (O)
Adi Kisa Adi | Coziiciisii ;2::::22 ;z‘;:‘al::: ve/v(?)/ai\IZiltre
(°C) (°C) Sterilizasyon
Oksinler
Indol-3-Asetik Asit IAA EtOH -0 -0 O/F
Indol-3-Bitirik Asit IBA EtOH 0-5 -0 O/F
Naftalen Asetik Asit NAA NaOH 0sS 0-5 O
2'4'22:;rk°:;:°k5i 2,4-D EtOH 0s 0-5 0
Sitokininler
6-Benzilaminopurin BAP NaOH 0S 0-5 0]
Kinetin KIN / K NaOH -0 -0 O/F
thilatl:I: g;ch)I?’-S(KIZI;su re TDZ DMS0, 0S 0-5 O/F
(Thidiazuran) KOH
Zeatin ZEA NaOH -0 -0 F
Giberellinler
Giberellik Asit GAs Su 0-5 -0 F
Absisik Asit
Absisik Asit ABA Su 0-5 -0 F

Calismada kullanilan hormonlar ve kimyasal maddeler Duchefa ve Merck tarafindan

temin edilmistir.




3.1.2.1 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

BBD stok solilisyonlarinin hazirlanmasi isleminde ilk olarak Cizelge 3.2‘de belirtilen
miktarlarda BBD ler 6l¢lim kaplari yardimi ile tartilmigtir. Tartilan BBD ler ayri ayri, bir
manyetik karistirici ile beraber 100 ml hacimli beher igerisine konulmustur. Her BBD
kendi ¢ozlicisiinde ¢6zllmis ve daha sonra distile su ile 100 ml‘ye tamamlanarak

¢Ozeltiler hazirlanmistir.

Calismada kullanilan tim stok soltusyonlar mgl! ve/veya (w/v) oranina gore

hesaplanmistir.

Cizelge 3. 2 Kullanilan Bitki Bliylime Diizenleyicileri ve Hazirlanmasi

NAA ana ¢ézeltisi (10-2) (1 mg/mL)

NAA 100 mg
%95 EtOH 3-5ml
Distile su 100 ml’ye tamamlanir

BAP ana ¢ozeltisi (102) (1 mg/mL)

BAP 100 mg
1 N NaOH 2-3ml
Distile su 100 ml'ye tamamlanir

2,4-D ana ¢ozeltisi (102) (1 mg/mL)

2,4-D 100 mg
%95 EtOH 3-5ml
Distile su 100 ml’ye tamamlanir

TDZ ana ¢ézeltisi (10°2) (1 mg/mL)

TDZ 22.0 mg
1 N NaOH 2-3ml
Distile su 100 ml’ye tamamlanir
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Cizelge 3. 2 Kullanilan Bitki Biylime Diizenleyicileri ve Hazirlanmasi (devami)

KIN ana ¢6zeltisi (102) (1 mg/mL)

KIN 100 mg
1 N NaOH 2-3ml
Distile su 100 ml’ye tamamlanir

Cahsmada kullanilan BBD ler'den KIN -20°C‘de; TDZ, BAP, NAA, 2,4-D ise +4°C'de

(buzdolabinda) 1 ay siireyle saklanmistir.

3.2 Metod

Gahsmada, bitki doku kultiiri aracihigiyla mikrogogaltim islemi yapilmistir. Yontem
kapsaminda uygun bir laboratuvar diizeninin kurulmasi, bitki materyalinin ve bu
materyale uygun besin ortaminin  sec¢imi-hazirlanmasi-sterilizasyonu,  kallus
olusturulmasi, kalluslardan BBD ler araciligi ile bitki rejenerasyonunun uyarilmasi ve

olusan slrglnlerin ¢ogaltilmasi, boylarinin uzatilmasi asamalari uygulanmustir.

3.2.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Bitki doku kulttri ¢alismalari icin steril kabin, otoklav, isiticili manyetik karistirici,
hassas terazi, buzdolabi, mikropipet, pH metre, pens, bisturi, bitki bliyitme dolabi,

distile su cihazi, dijital fotograf makinesi kullanilmistir.

Ek olarak, doku kiltiri calismasinda ortama sirgin ve kok gelisimini tesvik etmesi

amaciyla farkh konsantrasyonlarda BBD ilave edilmistir.

3.2.2 Besin Ortamlari ve Kiiltiir Kosullari

Bu tez calismasinda besin ortami olarak Murashige & Skoog (MS) temel besin ortami

kullanilmistir [46]. Cizelge 3.3’te MS besin ortami icerigindeki bilesenler verilmistir.
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Cizelge 3. 3 MS Besin Ortami igerigi (Babaoglu vd., 2002)

BILESENLER
. VITAMINLER DIGER
MAKRO ELEMENTLER | MIKRO ELEMENTLER MADDELER
NH4NO3 CuSO4 5H,0 Nikotinik asit (B3) Sikroz
Ca(NOs)2 4H,0 MnSO4 H;0 Glisin
CaCl; 2H,0 Na;Mo0O4 2H,0 Myo-inositol
MgS0Oa4 7H,0 Zn(NOs)2.6H,0 Thiamine (B1)
KH2PO4 FeS04.7H,0
K2SO4 H3BOs
Na,.EDTA

Bir litrelik MS besin ortami hazirlamak icin, 1 litrelik erlen icerisine yaklasik 300 ml
distile saf su konulmustur ve manyetik balik ile beraber isiticili manyetik karistirici
Uzerine yerlestirilmistir. Bir yandan manyetik karistirici Gzerinde karismaya devam
ederken diger yandan erlen icine 4,4 gr MS hazir besin ortami ve 30 gr sikroz ilave
edilmistir. Daha sonra toplam hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile
tamamlanmistir. Besin ortaminin pH araligi 5.6 ile 5.8 araliginda olmalidir. pH, 0.1 M
NaOH ve 0.1 M HCl yardimi ile bu aralikta ayarlanmistir. Son olarak katilastirma ajani
olarak ortama 8 gr agar eklenmistir. Hazirlanan besin ortami sterilizasyon islemi igin
121°C sicaklikta 1 atm basing altinda 20 dk slireyle otoklav edilmistir. Bu slire sonunda
steril olan besin ortami, steril kabin iginde es zamanl sterilizasyonu yapilan magenta

veya petrilerin her birine 35’er ml olacak sekilde dokuldi ve yaklasik yarim saatlik bir

sure sonunda besin ortamlarinin jel kivamina gelmesi saglanmistir.

Temel besin ortamina kallus ve siirgiin olusumu icin BAP (0.5 - 4.0 mg I'1) tek veya NAA
(0.1 - 0.2 mg I'Y) farkli kombinasyonlarini iceren; TDZ (0.25 - 1.0 mg I'?) tek veya 0.1 mg
I* NAA farkli kombinasyonlarini iceren; 2,4-D (0.5 - 4.0 mg I!) veya 0.5 mg I KIN farkli
kombinasyonlarini iceren; KIN (0.5 - 2.0 mg I!) tek veya 0.2 mg I NAA farkl

kombinasyonlarini iceren BBD ilave edilmistir.
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3.2.3 Sterilizasyon

3.2.3.1 Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Doku kulturd calismalarinda, sterilizasyon saglanamadigi takdirde calismanin devami
getirilememektedir. Bitki materyalinin ylizey sterilizasyonu, doku kiltiiri ¢calismasinda
sterilizasyon acisindan kilit islemlerden biridir. Her bitki tohumu icin kabuklu/kabuksuz
olus, hassaslik/dayanikhlik gibi farkliliklardan dolayi, farkl sterilizasyon protokolleri

uygulanmaktadir.

Bu agidan g¢alisma oOncesinde kullanilacak bitki materyaline en uygun sterilizasyon

protokolliniin belirlenmesi, ¢calismanin seyri agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Tohum ylizey sterilizasyonu saglamak amaciyla hidrojen peroksit, glimis nitrat, civa,
antibiyotikler kullanilmaktadir. En yaygin kullanim ise ticari sodyum hipoklorittir [47].
Bu calismada, aspir tohumlarinin yizey sterilizasyonu icin sterilizasyon ajani olarak

soyum klorid (NaClO) ve civa klortr (HgCly) kullaniimustir.

Optimizasyon calismalari kapsaminda, protokoller Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3. 4 Aspir tohumlarina uygulanan sterilizasyon protokolleri

Protokol No Uygulanan Kimyasal Siresi (dk)
1. 30% NacClo 30
3 x dH.0 3x5
2. 70% EtOH 1
1 x dH,0 5
70% NaClO 30
4 x dH20 4x5
3. 70% NaClO 30
4 x dH,0 4x5
4. 70% EtOH 1
1 x dH20 1x5
0.1% HgCl, 15
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Cizelge 3. 4 Aspir tohumlarina uygulanan sterilizasyon protokolleri (devami)

4 x dH,0 4x5

5. 70% EtOH 1
1 x dH20 1x5

0.2% HgCl 10
4 x dH,0 4x5

6. 70% EtOH 1
1 x dH20 1x5

0.2% HgCl 15
4 x dH,0 4x5

7. 70% EtOH 1
1 x dH,0 1x5

0.3% HgCl> 10
4 x dH,0 4x5

Tohum vylzeylerinin sterilizasyonu islemi sonrasinda, tohumlar in vitro sartlar altinda
¢imlendirilmek izere MS besin ortamina aktarildi. Her bir tiipe 1 adet tohum olacak
sekilde ekim islemi yapilmistir. Ekim islemi sonrasi, tohumlar g¢imlendirilip yeterli
blyiklige ulasmasi igin 25°C sicakhkta % 60 nem oraninda, 18 saat isik 6 saat karanlik

periyotta 4000 lux 1sik siddetinde bulunan bitki bliylitme dolabinda kiltiire alinmistir.

Juglon, ceviz allelopatisinden sorumlu bir allelokimyasaldir. Ceviz agacindan izole
edilmektedir ve 6nemli antimikrobiyal, antitiimor, antihipertansif ve enzim inhibe edici

aktiviteler sergilemektedir. Gida, kozmetik, tekstil ve boya sanayiinde kullaniimaktadir.

Cimlendirme ortaminda aspir tohumlarinda gozlenen vyiksek miktardaki fungal
kontaminasyonu engellemek amaciyla antifungal etkisi bilinen juglon maddesi bulunan
ortamda kiltliire alinmasinin kontaminasyonu azaltacagl distnilerek besin ortamina

ilave edilen farkh konsantrasyonlarda juglonun etkisi incelenmistir.

Yizey steriliasyonu yapilan aspir tohumlarinin ekildigi besin ortamina 250 pg/ml ve 500
ug/ml (0,75 mg ve 1,5 mg) konsantrasyonlarda juglon ilave edilmistir. Daha sonra 10

glnlik tohumlarin kontaminasyon durumlarina bakilmistir.
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Cimlenme igin steril tohumlar, 10 ile 12 gin arasinda bitki biylime dolabinda
birakilmistir. Tohumlarin ¢imlendirilip belli boylara ulagsmasinin ardindan eksplant alimi

islemine gecilmistir.

3.2.4 Eksplant izolasyonu ve Kiiltiire Alinmasi

Ug farkli eksplant tipi kullanilarak yapilan ¢alismada hipokotil ve kotiledon eksplantlari
7 veya 10 gunlik aseptik fidelerden alinarak besin ortamlarina yerlestirilmistir.
Kotiledon ve hipokotil kisimlari alindiktan sonra geriye kalan suirglin uglari MS ortamina
yerlestirilerek bu kisimdan gelisen sirgiinlere ait nod eksplantlari ile denemeler

kurulmustur.

Calismada BAP, KIN ve TDZ sitokininleri ile NAA ve 2,4-D oksinleri kullanilmistir. Alinan
eksplantlar, BBD iceren besin ortamlari icinde 4-6 hafta bekletildikten sonra MS
ortamina alinmis ve bu ortamda 2-3 hafta tutulmustur. Bu kapsamda, tim bu

¢alismalar steril kabin icerisinde gergeklestirilmistir.

3.2.5 Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Her bir deneme, hipokotil ve kotiledon eksplantlari icin 10ar; nod eksplantlari icin 5’er
eksplantin bulundugu 3 tekerrirli kiltiir kaplarinda gergeklestirilmistir. Eksplantlardan
olusan kallus ve sirglin olusturan kallus sayisi (adet) ile strglin olusturan eksplantlarda
kac adet sirglin oldugu (adet) belirlenmistir. Elde edilen veriler icin “SPSS for
Windows” programi yardimiyla varyans analizi yapilmis ve Duncan testi uygulanmistir

[48,49].
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 In Vitro Sterilizasyon Calismalari

Tohumlarin yilizey sterilizasyonu amaciyla sodyum klorid (NaClO) ve civa kloririin
(HgCly) farkhh konsantrasyon ve sirelerde uygulanmasinin sterilizasyona etkisi
arastirilmistir (Cizelge 4.1). NaClO uygulanan denemelerde %100 kontaminasyon

gozlendigi igin HgCl; etkisi degerlendirilmistir.

6 ve 7 nolu protokollere bakildiginda, kontaminasyon oranlari diistik (sirasiyla; %3,33
ve %13,33) gorinmesine ragmen cimlenme ve gelismenin iyi olmamasi sebebiyle
calismada tercih  edilmemistir.  Bunun sebebi, gittikce arttinlan  HgCl;

konsantrasyonunun olabilecegi diislintlmustdr.

Cizelge 4. 1 Sterilizasyon protokollerine gére kontaminasyon durumlari

PROTOKOL NO | 1.Tekerriir | 2.Tekerriir | 3.Tekerriir | ORTALAMA

1 %50 %40 %50 %46,67

2 %30 %50 %30 %36,67

3 %20 %20 %40 %26,67

4 %10 %10 %40 %20

5 %50 %20 %10 %26,67

6 %10 %0 %0 %3,33

7 %10 %30 %0 %13,33
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En iyi sonucu (%20) veren 4 nolu protokol (%70’lik EtOH ile muamele sonrasi 1 kez 5 dk
sureyle dH,O ile durulama islemi yapilip %0.1lik HgCl, ¢o6zeltisinde 15 dk
karistirildiktan sonra 4 kez 5‘er dk dH,O ile son durulama isleminin yapilmasi islemi)

¢alismanin devaminda tercih edilen sterilizasyon protokoli olmustur (Cizelge 4.1).

Kontaminasyon probleminin en aza indirgenmesinin ardindan, ¢imlenme ¢alismalari
baslamistir. Cimlenme orani en fazla olan sterilizasyon protokoliiniin tercih edilmesinin
yani sira, blylitme dolabindaki sicaklik, nem ve fotoperiyot gibi fiziksel kosullar da

optimize edilmistir.

Aspir (Carthamus tinctorius) bitkisi Balci c¢esidine ait HgCl, ile ylzey sterilizasyonu
yapilan tohumlardan farkli glin araliklarinda in vitro sartlar altinda ¢cimlenme durumlari

Sekil 4.1'de verilmistir.

Sekil 4. 1 Sterilizasyon ajani olarak HgCl; ile muamele edilen ve in vitro da ¢imlendirilen
Aspir tohumlari A. C. tinctorius tohumlarinda ¢imlenme (3 ginlik) B. C. tinctorius
tohumlarinda ¢imlenme (5 giinlik) C. C. tinctorius tohumlarinda ¢imlenme (10 giinliik)
D. C. tinctorius tohumlarinda gimlenme (21 giinlik)

Literatlre bakildiginda, aspir bitkisi tohum ylizey sterilizasyonu islemi icin NaOCl ve
civa klorir gibi sterilizasyon ajanlari kullanilmistir. Sterilizasyon ajani olarak NaOCI
kullanilan bir galismada tohumlar %100’lik NaOCI igerisinde 20 dk bekletilmesi
ardindan saf su ile 3 kez durulama islemine tabi tutularak sterilizasyon gergeklestirilmis
ve basarili sonuglar alinmistir [3]. Bu ¢alismanin aksine, yapilan ¢alismada 1, 2 ve 3 nolu
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protokollerde NaOCl ile ylizey sterilizasyon islemi yiksek kontaminasyon oranlari

(sirasiyla %46,67; %36,67; %26,67) gozlenmistir.

Sterilizasyon ajani olarak HgCl, kullanilan bir ¢alismada ise, %0,1’lik HgCl, ile tohum
ylzey sterilizasyonu gercgeklestirilmis ve ¢alismanin devami igin basarili sonuglar
alinmistir [12]. Sterilizasyon ajani olarak HgCl, kullanilan bir diger calismada,
tohumlarin ylzey sterilizasyonu igin 7 dk boyunca %0,1’lik HgCl, ile muamele ile
saglanmistir [10]. Bu tez calismasinda da benzer sekilde, kontaminasyonu dnleme ve
¢imlenmenin olumsuz etkilenmedigi denemeler %0,1’'lik HgCl, ile yapilan sterilizasyon

ile saglanmistir.

4.1.1 Juglonun Fungal Kontaminasyona Etkisi

250 pg/ml veya 500 pg/ml juglon ilavesinin fungal kontaminasyona etkisi belirlenmistir.
Juglon konsantrasyonundaki artisa bagli olarak fungal kontaminasyonu azalttigi tespit
edilmistir (Sekil 4.2). 250 pg/ml juglon iceren besin ortaminda %23 oraninda
kontaminasyon gozlenirken, 500 pg/ml juglon iceren besin ortaminda hig
kontaminasyon gozlenmemistir. Kontrol grubunda ise, %47 oraninda kontaminasyon
tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Doku kiltiiriinde kontaminasyonu engellemek amaciyla
juglon ilavesi ile ilgili ilk kez bu calisma yapilmis olup juglon ilavesinin etkili oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte meyve ekstrakti, nano giimiis, PPM gibi maddelerin
besin ortamina ilavesinin kontaminasyonu azaltici etkisi oldugu rapor edilmistir

[50,51,52].

Sekil 4. 2 Juglon (500 pg/ml) ile muamele edilen ve in vitro da ¢imlendirilen aspir
tohumlari A. MS 0 B. 250 pg/ml juglon iceren besin ortami C. 500 pg/ml juglon iceren
besin ortami
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Ozet olarak aseptik fide eldesi icin aspir tohumlari yiizey sterilizasyonundan sonra
cimlenme ortamina aktarilmis, fakat bu ortamlarda yogun kontaminasyon olusmustur.
Bu galismada besin ortamina juglon ilavesi olumlu sonug vermistir. Aspir aseptik fide
eldesinde karsilasilan kontaminasyon sorununun ¢ozimiinde antimikrobiyal etkisi

oldugu bilinen juglon, kontaminasyonu engellemek igin kullanilabilir.

Kontaminasyon oranini azaltmak i¢in yapilan bu ¢alismada ayrica tohumlarin ¢imlenme
oranlari da belirlenmistir. Juglonun artan konsantrasyonlarinin ¢cimlenmeyi arttirici bir
etki yaptig tespit edilmistir. Buradan hareketle, juglonun cimlenmeyi engelleyici bir

etkide bulunmadigi ve hatta cimlenmeyi arttirdigi séylenebilir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2 Aspir bitkisi Balci gcesidine ait kontaminasyon ve ¢imlenme grafigi

MS 0 %47 %23
MS + 250 pg/ml juglon %23 %33
MS + 500 ug/ml juglon %0 %37

4.2 Aspir Siirgiin Rejenerasyon Calismalari

Bu c¢alisma kapsaminda, C. tinctorius fidelerine ait hipokotil, kotiledon ve nod
eksplantlari ile ¢alisiimistir. Bu eksplantlar farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda

BBD igeren MS besin ortaminda kdltiire alinmistir.

4.2.1 BAP"In Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Bu denemede; MS besin ortamina eklenen farkl konsantrasyonda BAP ve BAP x NAA
kombinasyonlarinin aspir bitkisine ait hipokotil, kotiledon ve nod eksplantlarinda kallus
olusturan eksplant ylzdesi, sirgin olusturan eksplant yizdesi ve eksplant basina

slirglin sayisina etkisi arastiriimistir.
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4.2.1.1 Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Etkisi

Aspir bitkisi Balci gesidine ait steril fidelerden izole edilen hipokotil ve kotiledon
eksplantlari, kontrol (MS 0); 0.5, 1.0, 2.0 mg I BAP iceren MS besin ortamiile; 0.5, 1.0,
2.0 mg I BAP x 0.5 mg I* NAA iceren MS besin ortaminda kiltire alinmistir.
Eksplantlarin kiltire alinmasi ardindan, 10-12 giin iginde kallus olusumunun basladigi
gozlenmistir. Kiltlirden 28-35 giin sonra ise gelisen kalluslar tzerinde siirgin olusumu

gozlenmistir.

Cizelge 4. 3 Farkh konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarinin aspir
hipokotil eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

VARYASYON | S.D | KALLUS OLUSTURAN SURGUN EKSPLANT
KAYNAKLARI EKSPLANT YUZDESi OLUSTURAN BASINA
EKSPLANT SURGUN
YUZDESI SAYISI
K.O F. K.O F. K.O F.

GENEL 20

ORTAMLAR 6 4182,540 | 26,616** | 9,524 | 0,667 | 0,413 | 0,788

HATA 14 157,143 14,286 0,524

** Onemlilik diizeyleri (P) <0,01’dir. S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans

Cizelge 4.3’e bakildiginda, aspir bitkisi Balci ¢esidi hipokotil eksplantlari ile yapilan
calismalarda, farkli BAP konsantrasyonlari ile BAP x NAA konsantrasyonlarinda kallus
olusturan eksplant yizdesine etkisi 0,01 dlizeyinde anlaml farkhlik bulunurken; sirgin
olusturan eksplant yizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan anlamh bir
farklihk bulunmamustir. Bu farkliliklarin 6nem dizeyini belirlemek amaciyla Duncan

testi yapiimistir.

Yalniz BAP bulunan besin ortamlarinda disiik kallus olusturma yizdesi (%0 - 16,67)
gozlenirken; BAP‘in NAA‘li kombinasyonlarinda yiksek kallus olusturma ylizdesi (%60 —
86,67) gozlenmistir. 0.5 ve 1.0 mg It BAP iceren ortamlarda eksplantlarin kallus

olusturmadigi; 2.0 mg I BAP iceren ortamda ise %16,67 oraninda kallus olusturduklar
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tespit edilmistir (Cizelge 4.4) Kallus olusturan eksplant ylzdesi bakimindan en yiksek
sonucu veren ortam 2.0 mg It BAP x 0.5 mg I'* NAA iceren MS besin ortami olmustur

(%86,67).

Cizelge 4. 4 Farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarinin aspir
hipokotil eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu

- - 63,33 b 3,33 0,33
0.5 - 0,00c 0 0
1.0 = 0,00c 0 0
2.0 = 16,67 ¢ 3,33 1,0
0.5 0.5 80,00 ab 3,33 0,33
1.0 0.5 60,00 b 0 0
2.0 0.5 86,67 a 0 0

Cizelgede farkh harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0,01).

Sirgin olusturma yilizdesi bakimindan sonuglara bakildiginda, MS 0 besin ortami, 2.0
mg |1 BAP iceren MS besin ortami ve 0.5 mg I BAP x 0.5 mg I'X NAA iceren MS besin
ortami en yliksek sonucu veren ortamlar oldugu gozlenmistir (%3,33). Eksplant bagina
stirglin sayisi bakimindan, en iyi sonuc¢ 1,0 adet ile 2.0 mg I'* BAP iceren MS besin

ortamindan elde edilmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3 Farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarini igceren besin
ortaminda aspir hipokotil eksplantina ait kallus ve stirglin olusumu A.MS 0; Hipokotil
eksplantindan elde edilen kallus ve strgiinler B.2.0 mg It BAPx0.5 NAA Hipokotil
eksplantindan elde edilen kalluslar C.2.0 mg It BAP Hipokotil eksplantindan elde edilen
surginler

Farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinda kotiledon eksplanti ile yapilan calismalarin
sonucuna gore, hipokotil eksplantlari ile benzer sonuglar vermistir. Farkl
konsantrasyonlarda BAP veya BAPxNAA kombinasyonlarinin aspir kotiledon
eksplantina etkisine ait varyans analizi sonucunda kallus olusturan eksplant ylzdesi
bakimindan 0,01 diizeyinde anlamh farkhlik bulunurken; slrgin olusturan eksplant
ylizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan anlaml bir farklilik bulunmamistir
(Cizelge 4.5). Bu farkhhklarin 6nem dizeyini belirlemek amaciyla Duncan testi

yapilmistir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4. 5 Farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarinin aspir
kotiledon eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

GENEL 20

ORTAMLAR 6 7885,714 | 1656,00** | 77,778 | 1,815 | 0,302 | 2,111

HATA 14 4,762 42,857 0,143

** Onemlilik diizeyleri (P) <0,01’dir. S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans
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MS O ile birlikte yalniz BAP bulunan besin ortamlarinda kallus olusumu goriilmezken;

BAP‘In  NAA‘li kombinasyonlarinda eksplantlarin neredeyse tamami kallus

olusturmustur (%86,67 - 100). Kallus olusturan eksplant ytzdesi bakimindan en yliksek
sonucu veren ortam 0.5 mg I BAP x 0.5 mg It NAA ve 1.0 mg It BAP x 0.5 mg I NAA

iceren MS besin ortami olmustur (%100) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 6 Farkh konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarinin aspir
kotiledon eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu

Bitki Biyliime Kallus olusturan Siirgiin Eksplant basina
Diizenleyicisi eksplant (%) olusturan siirgilin sayisi
mg I eksplant (%) (adet)

BAP NAA

- - 0,00 c 0,00 0,00
0.5 - 0,00 c 0,00 0,00
1.0 - 0,00 c 0,00 0,00
2.0 - 0,00 c 0,00 0,00
0.5 0.5 100,00 a 3,33 8,33
1.0 0.5 100,00 a 13,33 0,67
2.0 0.5 86,67 b 6,67 0,67

Cizelgede farkl harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark énemlidir (P<0,01).

Sirgin olusturan eksplant ylzdesi ve eksplant basina siirglin sayisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulunmamistir. Siirglin olusturan eksplant ylzdesi
bakimindan en iyi sonucu 1.0 mg It BAP x 0.5 mg It NAA iceren MS besin ortami
vermistir (%13,33). Eksplant basina sirgilin sayisi igin ise en yiksek sonug 8,33 adet ile
0.5 mg It BAP x 0.5 mg I'* NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir (Cizelge 4.6;

Sekil 4.4).
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Literatlre bakildiginda, farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA ile yapilan calismalarda,
eksplant tipinin sirglin rejenerasyon c¢alismalarinda etkili bir faktor oldugu
gozlenmistir. Kallus olusturan eksplant ylzdesi agisindan kotiledon eksplantlarinda

hipokotil eksplantlarina gére daha iyi sonuglar alindigi belirlenmistir.

. 2 e ©

Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPxNAA kombinasyonlarini iceren besin

ortaminda aspir kotiledon eksplantina ait kallus ve stirgiin olusumu A. 0.5 mg It BAP x

0.5 mg It NAA Kotiledon eksplantindan gelisen kallus ve strginler B. 1.0 mg I BAP x
0.5 mg It NAA Kotiledon eksplantindan gelisen kallus ve strginler

Yapilan bir ¢alismada aspir bitkisi Dinger ve Sina gesitleri kullanilmis ve her iki gesit igin
de kotiledon eksplantlarinin  farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPxNAA
kombinasyonunda daha ylksek kallus olusturma ve sirgin olusturma ylzdesi
verdikleri rapor edilmistir [18]. Bir diger calismada, en yiksek kallus olusumunun BAP

ve NAA iceren ortamda elde edildigi belirtilmistir [19].

4.2.1.2 Nod Eksplantlarinda Etkisi

Aspir bitkisi Balci ¢esidine ait steril fidelerden izole edilen nod eksplantlari, kontrol (MS
0); 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg It BAP iceren MS besi ortami ile; 0,5, 1.0, 2.0 BAP x 0,2 NAA
iceren MS besin ortaminda kiltlire alinmistir.  Eksplantlarin kiltlire alinmasinin
ardindan, 10-12 giin icinde kallus olusumunun basladigi fakat stirglin gelisiminin hentiz
baslamadig gbzlenmistir. 2.0 mg |1 BAP iceren besin ortamindaki bazi eksplantlar harig
tim eksplantlar adventif slrglin olusturmustur. Eksplant basina sirglin sayisi ise

yaklasik 28-35 glinliik bir stire¢c sonunda belirlenmistir.

Aspir bitkisi Balci cesidi nod eksplantlari ile yapilan calismalarda, farkli BAP

konsantrasyonlari ile BAP x NAA konsantrasyonlarinda kallus olusturan eksplant
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ylzdesi ve eksplant basina sirglin sayisina etkisi 0.01 dilizeyinde anlamh farklilhk
bulunmustur. Sirglin olusturan eksplant yizdesi bakimindan ise anlamli bir farklilik
bulunmamistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4. 7 Farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarinin aspir
nod eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

KALLUS OLUSTURAN SURGUN EKSPLANT
EKSPLANT YUZDESI OLUSTURAN BASINA SURGUN
VARYASYON - EKSPLANT SAYISI
K.O F. K.O F. K.O F.
GENEL 23
ORTAMLAR 7 616,667 | 74,00 ** | 485,119 | 1,98 | 1,115 | 7,678 **
HATA 16 8,33 441,667 0,145

** Onemlilik diizeyleri <0,01’dir. S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans

Farkhliklar arasindaki 6dnem dizeyini belirlemek igin yapilan Duncan testi sonucu
verilerine gore; kallus olusturan eksplant ylizdesi bakimindan en yiiksek sonucu veren
ortamlar MS 0; 1.0 mg It BAP iceren MS besin ortami; 2.0 mg I'* BAP iceren MS besin
ortami; 0.5 mg It BAP x 0.2 mg I NAA iceren besin ortami ve 1.0 mg It BAP x 0.2 mg I*
NAA iceren besin ortami olmustur (%100). Buna ek olarak, 4.0 mg X BAP iceren MS
besin ortami da %96,67 ile kallus olusturan eksplant yitizdesi bakimindan istatistiksel

olarak en yiiksek sonucu veren ortamlar ile ayni harf grubunda yer almistir.

Siirgin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan sonuclara bakildiginda, 1.0 mg I'* BAP
iceren MS besin ortami en ylksek sonucu vermistir (%86,67). Eksplant bagina en
ylksek sirgln sayisi (2,5 adet) 0.5 mg I"* BAP x 0.2 mg I'X NAA iceren besin ortamindan
elde edilmistir. Ayrica, eksplant basina 2,48 adet suirgiin sayisi elde edilen 1.0 mg I*
BAP x 0.2 mg It NAA iceren besin ortami da istatistiki acidan ayni grup icinde
degerlendirilmistir (Cizelge 4.8; Sekil 4.5).
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Cizelge 4. 8 Farkh konsantrasyonlarda BAP veya BAPXNAA kombinasyonlarinin aspir
nod eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu

- - 100,00 a 80,00 1,70 be
0.5 - 83,33 b 60,00 1,32 cd
1.0 - 100,00 a 86,67 1,45 cd
2.0 - 100,00 a 53,33 0,96d
4.0 - 96,67 a 56,67 1,15 cd
0.5 0.2 100,00 a 80,00 2,50a
1.0 0.2 100,00 a 73,33 2,48 a
2.0 0.2 60,00 c 60 2,20 ab

Cizelgede farkh harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0,01).

Literatir calismalarina bakildiginda, aspir bitkisinde vyapilan mikrogogaltim
calismalarinda eksplant kaynagi olarak nod kisimlarinin kullanildigi birka¢ calismaya
rastlanmistir. Yapilan calismalarda bu tez calismasi ile benzer sekilde; aspir bitkisi
Dincer cesidinde siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en iyi sonu¢ 0.5 mg |1
BAPx0.2 mg I't NAA iceren besin ortami ve 1.0 mg It BAPx0.2 mg It NAA iceren besin
ortamindan elde edildigi rapor edilmistir. Eksplant basina slrgiin sayisi bakimindan en
iyi sonuc ise 0.5 mg I'* BAPx0.2 mg ! NAA iceren besin ortamindan elde edildigi
gozlenmigstir. [21].
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Sekil 4. 5 Farkli konsantrasyonlarda BAP veya BAPXxNAA kombinasyonlarini igceren besin
ortaminda aspir nod eksplantina ait kallus ve stirgiin olusumu A. 0.5 mg I'* BAPx0.2 mg
I1 NAA iceren besin ortaminda Nod eksplantindan gelisen sirgiinler B. 2.0 mg I BAP
iceren MS besin ortaminda Nod eksplantindan gelisen sirglinler

4.2.2 TDZ'nin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

4.2.2.1 Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Etkisi

Aspir bitkisi Balci cesidine ait steril fidelerden izole edilen hipokotil ve kotiledon
eksplantlari 0.25, 0.5, 1.0 mg I TDZ iceren MS besin ortami ile; 0.25, 0.5, 1.0 mg I TDZ
x 0.1 mg It NAA iceren MS besin ortaminda kiltiire alinmistir. Farkli TDZ ve NAA
kombinasyonlarinda hipokotil ve kotiledon eksplantlari ile yapilan calismada 28-35
gunlik kaltar slresi sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10'de

verilmistir.

Cizelge 4. 9 Farkli konsantrasyonlarda TDZ veya TDZxNAA kombinasyonlarinin aspir
hipokotil eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

GENEL 17
ORTAMLAR 5 2498,889 | 2,811 | 298,889 | 3,165 * | 0,356 | 3,200 *
HATA 12 888,889 94,444 0,111

* Onemlilik diizeyleri (P) <0,05’dir. S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans
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Cizelge 4.9'da goruldugu gibi; farkli TDZ ve NAA konsantrasyonlarinda hipokotil
eksplanti ile yapilan galismalarin varyans analizi sonuglarina gore, kallus olusturan
eksplant ylzdesi istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. Strglin olusturan eksplant
yluzdesi ve eksplant basina sirgiin sayisi lzerine etkisi ise 0,01 diizeyinde anlamli

bulunmustur.

Kallus olusturan eksplant yizdesi bakimindan 0.25 mg I TDZ x 0.1 mg I'* NAA iceren
besin ortami (%63,33) ile 1.0 mg I TDZ x 0.1 mg I'* NAA iceren besin ortami (%60) en
iyi sonugclari vermistir. 1.0 mg I'* TDZ iceren besin ortami ve 0.5 mg I TDZ x 0.1 mg I

NAA iceren besin ortamlarinda ise kallus gelisimi olmamistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4. 10 Farkh konsantrasyonlarda TDZ veya TDZxNAA kombinasyonlarinin aspir
hipokotil eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu

Bitki Biyiime Kallus olusturan Siirgiin Eksplant basina
Diizenleyicisi eksplant (%) olusturan siirgilin sayisi
mg I eksplant (%) (adet)

TDZ NAA

0.25 - 30,00 0,00b 0,00b
0.5 - 10,00 0,00 b 0,00 b
1.0 - 0,00 0,00b 0,00b
0.25 0.1 63,33 23,33 a 0,67 a
0.5 0.1 0,00 0,00b 0,00b
1.0 0.1 60,00 13,33 ab 0,67 a

Cizelgede farkh harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark onemlidir (P<0,05).

Sirgin olusturan eksplant yilizdesi ve eksplant basina sirgin sayisi bakimindan
istatistiksel farkhliklar arasindaki dnem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi
sonuclari Cizelge 4.10'da verilmistir. Slirgin olusturan eksplant ylzdesi bakimindan

0.25 mg I1 TDZ x 0.1 mg I NAA iceren besin ortami %23,33 ile en iyi sonucu vermistir.
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1.0 mg I TDZ x 0.1 mg I'* NAA iceren besin ortami ise ikinci en iyi sonucu veren ortam
olmustur (%13,33). Diger ortamlarda ise slrgiin olusumu goézlenmemistir. 0.25 mg I
TDZ x 0.1 mg It NAA iceren ve 1.0 mg I* TDZ x 0.1 mg It NAA iceren MS besin

ortaminda eksplant basina stirglin sayisi en iyi sonucu vermistir (0,67 adet).

Cizelge 4. 11 Farkh konsantrasyonlarda TDZ veya TDZxNAA kombinasyonlarinin aspir
kotiledon eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

KALLUS SURGUN EKSPLANT
OLUSTURAN OLUSTURAN BASINA SURGUN
VARYASYON EKSPLANT YUZDESi | EKSPLANT YUZDESi SAYISI
KAYNAKLARI S.D
K.O F. K.O F. K.O F.
GENEL 17
ORTAMLAR 5 333,333 | 2,609 | 128,889 | 1,365 | 3,209 1,068
HATA 12 127,778 94,444 3,005

S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans

Cizelge 4.11‘de verilen varyans analizi tablosunda gorildiGgi gibi; farkli TDZ ve NAA
konsantrasyonlarinda kotiledon eksplanti ile yapilan c¢alismalarin sonucuna gore,

bakilan parametreler acgisindan istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmamistir.

istatistiksel farkhlik bulunmamasina ragmen, farkli konsantrasyonlarda TDZ veya
TDZxNAA kombinasyonlarinin aspir kotiledon eksplantina etkisine ait verilere gore;
kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en yiksek sonucu veren ortam 0.5 mg |1
TDZ x 0.1 mg It NAA iceren besin ortami olmustur (%30). Stirgiin olusturan eksplant
yuzdesi bakimindan sonuclara bakildiginda, 0.5 mg It TDZ x 0.1 mg I'* NAA iceren MS
besin ortami en yliksek sonucu vermistir (%16,67). Eksplant basina en yliksek sirglin
sayisi (2,67 adet) 0.5 mg It TDZ x 0.1 mg It NAA iceren besin ortamindan elde
edilmistir (Cizelge 4.12; Sekil 4.6).
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Cizelge 4. 12 Farkh konsantrasyonlarda TDZ veya TDZxNAA kombinasyonlarinin aspir
kotiledon eksplantina etkisine ait sonuglar

0.25 - 0,00 0,00 0,00
0.5 - 10,00 3,33 1,67
1.0 - 16,67 6,67 0,33

0.25 0.1 23,33 13,33 1,67
0.5 0.1 30,00 16,67 2,67
1.0 0.1 20,00 13,33 2,11

Literatlir incelendiginde, aspir bitkisi hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda TDZ ile
yapilan ¢alismada elde edilen sonuglara benzer sekilde besin ortamina eklenen TDZ
icin; strglin sayisinda bir artis sagladigi rapor edilmistir [8]. Farkh sitokininlerin aspir
rejenerasyonu Uzerinde etkilerine bakilan Radhika vd yaptig1 diger calismada ise bu tez
calismasini destekler nitelikte, slirglin olusturan eksplant yizdesi ve eksplant basina
slirglin sayisi bakimindan en iyi sonucun tek basina TDZ iceren besin ortamindan degil,

TDZ x NAA kombinasyonunu iceren ortamlardan elde edildigi bildirilmistir [13].
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Sekil 4. 6 Farkli konsantrasyonlarda TDZ veya TDZXxNAA kombinasyonlarini iceren besin
ortaminda aspir hipokotil ve kotiledon eksplantlarina ait kallus ve stirgiin olusumu A.
0.5 mg It TDZ x 0.1 mg I'X NAA iceren besin ortaminda kotiledon eksplantindan gelisen
kalluslar B. 0.25 mg 1 TDZ x 0.1 mg I'* NAA iceren besin ortaminda kotiledon
eksplantindan gelismekte olan siirgiin C. 0.25 mg "1 TDZ x 0.1 mg It NAA iceren besin
ortaminda hipokotil eksplantindan gelisen siirgiinler D. 0.25 mg I'1 TDZ x 0.1 mg I NAA
iceren besin ortaminda hipokotil eksplantindan gelisen suirglinler

4.2.3 2,4-D'nin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

4.2.3.1 Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Etkisi

Aspir bitkisi Balci cesidine ait steril fidelerden izole edilen hipokotil ve kotiledon
eksplantlari 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg I 2,4-D ve ayni ortamlarin 0.5 mg |1 KIN‘li

kombinasyonlarini iceren MS besin ortaminda kiiltire alinmistir.

2,4-D ve/veya KIN iceren ortamlarda yapilan denemede, eksplantlarda 10-12 giin
icerisinde kallus olusumu gozlenmistir. Kalluslarin, eksplantlarin kesilen yiizeylerinde,
az miktarda olusturduklari gorilmustir. Kultir boyunca kalluslarin karararak oldiikleri
ve slrglin olusturmadiklari gézlenmistir. Sonuclar yalnizca kallus olusturan eksplant
ylzdesi bakimindan degerlendirilmistir. Varyans analizi sonucunda Cizelge 4.13‘te
goruldugl gibi, hipokotil eksplantlarinda kallus olusturan eksplant yizdesi bakimindan
istatistiksel olarak 0,01 dizeyinde anlamli sonuglar elde edilmistir. Farkhliklar

arasindaki 6nem diizeyini belirlemek igin Duncan testi yapilmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4. 13 Farkh konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir
hipokotil eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

KALLUS
OLUSTURAN
VARYASYON EKSPLANT YUZDESi
KAYNAKLARI | S.D
K.O F.

GENEL 23

ORTAMLAR 7 3178,571 | 95,357**

HATA 16 33,333

** Onemlilik diizeyleri (P) <0,01’dir. S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir hipokotil
eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu verilerine gore; kallus olusturan eksplant
yuzdesi bakimindan en yiksek sonucu veren besin ortamlari; 2.0 mg I 2,4-D iceren
besin ortami ile 0.5 mg I* 2,4-D x 0.5 mg I* KIN iceren besin ortami olmustur. Bu
ortamlarda eksplantlarin tamaminin kallus olusturdugu gozlenmistir. Besin ortamina
2.0 mg I"* 2,4-D iceren ortamda eksplantlarin tamami kallus olustururken; 1.0 mg It
4.0 mg It ve 0.5 mg I'* 2,4-D igeren ortamlarda sirasiyla %70, %30 ve %10 oraninda
kallus olusumu gozlenmistir. 2,4-D x KIN kombinasyonlarinda ise birbirine daha yakin

sonuclar elde edilmistir (%76 — 100) (Cizelge 4.14; Sekil 4.7).

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir kotiledon
eksplantina etkisine ait varyans analizinden elde edilen verilere bakildiginda ise, kallus
olusturan eksplant ylzdesi bakimindan 0,05 dlizeyinde, sirgiin olusturan eksplant
ylzdesi ve eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan 0,01 diizeyinde anlamli sonuglar
bulunmustur (Cizelge 4.15). Farkliliklar arasindaki 6nem dizeyini belirlemek icin

Duncan testi yapiimistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4. 14 Farkh konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir
hipokotil eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu

0.5 - 10,000 e
1.0 - 70,000 ¢
2.0 - 100,000 a
4.0 - 30,000d
0.5 0.5 100,000 a
1.0 0.5 86,67 b

2.0 0.5 80,00 bc
4.0 0.5 76,67 bc

Cizelgede farkl harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0,01).

Cizelge 4. 15 Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir
kotiledon eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

GENEL 23
ORTAMLAR 7 1066,071 | 2,665 * | 47,024 | 11,286** | 0,470 | 11,286**
HATA 16 400,000 4,167 0,042

Onemlilik diizeyleri * (P<0,05), ** (P<0,01) “dir. ** S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F:

Frekans
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Farkh konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir kotiledon
eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucuna goére, kallus olusturan eksplant yluzdesi
bakimindan 1.0 mg It 2,4-D iceren ortam ile 0.5 mg I'* 2,4-D x 0.5 mg It KIN iceren
besin ortaminda eksplantlarin tamami kallus olusturmus ve en iyi sonucu vermistir.
%46,67 orani ile 2.0 mg I 2,4-D iceren besin ortami ise en diisiik sonucu vermistir

(Cizelge 4.16; Sekil 4.7).

Cizelge 4. 16 Farkh konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarinin aspir
kotiledon eksplantina etkisine ait Duncan testi sonucu

Bitki Biyliime Kallus olusturan Siirgiin Eksplant basina
Diizenleyicisi eksplant (%) olusturan slirgiin sayisi
mg I eksplant (%) (adet)

2,4-D KIN
0.5 - 80,00 abc 10,00 A 1,00 A
1.0 - 100,00 a 0,00B 0,00B
2.0 - 46,67 ¢ 6,67 A 0,67 A
4.0 = 80,00 abc 0,00 B 0,00 B
0.5 0.5 100,00 a 0,00B 0,00B
1.0 0.5 80,00 abc 0,00 B 0,00 B
2.0 0.5 86,67 ab 0,00B 0,00B
4.0 0.5 56,67 bc 0,00B 0,00B

Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark dnemlidir (ktglk harfler; P<0,05;
blyik harfler; P<0,01).

Sdrgin olusturan eksplant yizdesi bakimindan sonuglar degerlendirildiginde ise en iyi
sonug 0.5 mg I 2,4-D (%10) ve 2.0 mg I'* 2,4-D (%6,67) iceren besin ortamlarindan elde
edilmistir. Kallus olusumu dusik olmasina ragmen 2.0 mg I' 2,4-D iceren besin

ortaminda surgiin olusumu gézlenirken, 0.5 mg It 2,4-D iceren besin ortami disinda
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diger ortamlarda kallus olusumu vyiksek olmasina ragmen sirglin olusumu
gorilmemistir. Eksplant basina sirglin sayisi bakimindan da benzer sonuglar elde

edilmigtir (Cizelge 4.16).

Literatlirde benzer sekilde, aspir bitkisinde 2,4-D veya 2,4-D x KIN‘li kombinasyonlarinin
ilave edildigi besin ortamlari ile yapilan calismalarda, diger oksin cesitleri ile

kiyaslandiginda daha az sayida kallus olusturdugu rapor edilmistir [19].

Sekil 4. 7 Farkl konsantrasyonlarda 2,4-D veya 2,4-DxKIN kombinasyonlarini iceren
besin ortaminda aspir hipokotil ve kotiledon eksplantlarina ait kallus olusumu A. 1.0
mg It 2,4-D x 0.5 mg "1 KIN iceren MS besin ortaminda gelisen hipokotil eksplantindan
gelisen kalluslar B. 1.0 mg 11 2,4-D x 0.5 mg ' KIN MS besin ortaminda gelisen
kotiledon eksplantindan gelisen kalluslar

4.2.4 KIN‘in Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

4.2.4.1 Nod Eksplantlarinda Etkisi

Nod eksplantlarinda, farkli KIN konsantrasyonlari ile KIN x NAA konsantrasyonlarinda
kallus olusturan eksplant ylzdesi, slirglin olusturan eksplant ylizdesi ve eksplant basina
surglin sayisi bakimindan anlamli bir farklihk bulunmamistir. Bu bilgilere ait degerler

Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18 verilmistir.
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Cizelge 4. 177 Farkli konsantrasyonlarda KIN veya KINXNAA kombinasyonlarinin aspir
nod eksplantina etkisine ait varyans analizi tablosu

GENEL 17
ORTAMLAR 5 8,889 0,800 22,222 | 0,286 | 0,128 | 0,846
HATA 12 11,111 77,778 0,151

S.D: Serbestlik Derecesi, K.O: Kareler Ortalamasi, F: Frekans

Kallus olusturan eksplant ylizdesine ait degerlere bakildiginda, KIN ve NAA iceren besin
ortamlarinda, nod eksplantlarinin tamaminda kallus olusumu gozlenmistir. Sadece KIN
iceren ortamlarda da, yiksek oranlarda (%93 — 100) kallus olusumu gozlenmistir

(Cizelge 4.18).

Cizelge 4. 188 Farkh konsantrasyonlarda KIN veya KINXNAA kombinasyonlarinin aspir
nod eksplantina etkisine ait sonuglar

0.5 - 100 93 3,76
1.0 - 93 86 3,06
2.0 - 93 80 2,90
0.5 0.2 100 93 3,52
1.0 0.2 100 93 2,72
2.0 0.2 100 86 3,54

Cizelgede farkli harfle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).
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Sirgin olusturan eksplant ylizdesi degerleri acisindan, tim ortamlarin benzer sonuglar
verdigi gdzlenmistir (%80 — 93). Eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan da degerler
yakin olmakla birlikte en iyi sonug 3,76 adet ile 0.5 mg I’ KIN iceren besin ortamindan
elde edilmistir (Sekil 4.8). En diistik siirgin sayisi ise 2,72 adet ile 1.0 mg I KIN x 0.2 mg

IX NAA iceren besin ortamindan elde edilmistir.

Literatlirde aspir bitkisi mikrogogaltim c¢alismalari kapsaminda KIN farkh

konsantrasyonlari ile yapilan galismaya rastlanmamistir.

Sekil 4. 8 Farkli konsantrasyonlarda KIN veya KINXNAA kombinasyonlarini iceren besin

ortaminda aspir nod eksplantina ait kallus ve stirgiin olusumu. 0.5 mg I'* KIN iceren MS
besin ortaminda gelisen nod eksplanti
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasi, Aspir (Carthamus tinctorius) bitkisinin in vitro hizl gogaltimi amaciyla

ylritilmus ve elde edilen sonuglar asagida 6zet olarak verilmistir.

Aspir doku kiltlrl calismalarinda, in vitro’da yetistirilen steril fidelerden elde edilen
eksplantlar kullanilmistir. Tohum sterilizasyon islemlerinde, kontaminasyon, ¢imlenme
ve fide gelisimi bakimindan en iyi sonuglar, tohumlarin %70’lik EtOH ile muamele
sonrasl 1 kez 5 dk sireyle dH,0 ile durulama islemine tabi tutulup, %0.1‘lik HgCl
¢Ozeltisinde 15 dk karistirildiktan sonra 4 kez 5‘er dk dH;0 ile son durulamasi yapilan

sterilizasyon protokoliinden (4 nolu protokolii) elde edilmistir.

Tohum vyiizey sterilizasyonu sonrasi kontaminasyonu azaltmak amaciyla juglon
antifungal ajaninin  aspir tohumlarinda sterilizasyona ve ¢imlenmeye etkisi
arastirnilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda juglon iceren besin ortamlarinda
cimlenmeye alinmistir. Juglonun kontaminasyonu azaltirken, cimlenmeyi arttirdig
tespit edilmistir. Aspir bitkisinde doku kiltlirii calismalarinda juglon kullanilabilir. Daha

sonraki calismalarda antifungal ajan olarak juglonun diger bitkilere etkisi arastirilabilir.

Aspir bitkisi Balci cesidinde MS besin ortaminda farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin
surglin rejenerasyonu Ulzerindeki etkisini belirlemek icin yapilan calismalarda, hipokotil
ve kotiledon eksplantlari icin; kallus olusturma yilzdesi bakimindan en iyi sonuglar
hipokotil eksplantinda 2.0 mg It BAP x 0,5 mg X NAA iceren MS besin ortamindan elde
edilirken; kotiledon eksplanti icin 0.5 mg I BAP x 0,5 mg I"* NAA ve 1.0 mg I BAP x 0,5
mg I NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina suirgiin sayisi
bakimindan en iyi sonuglar ise hipokotil eksplantinda 2.0 mg I'* BAP iceren MS besin
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ortamindan, kotiledon eksplanti icin ise 0.5 mg I'* BAP x 0.5 mg I'* NAA iceren MS besin
ortaminda elde edilmistir. Sadece BAP igeren ortamlarda daha dislik oranda sirgin
elde edilmistir. Nod eksplantinda ise, kallus olusturma ylizdesi bakimindan basarih
sonuclar alinmis ve eksplant basina stirglin sayisi icin en iyi sonug 0.5 mg It BAPx0.2 mg

I1 NAA iceren besin ortamindan elde edilmistir.

Hipokotil ve kotiledon eksplantlari ile kurulan TDZ denemelerinde ise, hipokotil
eksplantlari icin yalnizca TDZ iceren besin ortamlarinda siirglin olusumu gézlenmezken,
kotiledon eksplantlarinda az sayida siirgiin olusumuna rastlanmistir. Fakat NAA‘li
kombinasyonlarinda daha fazla sayida slirgiin olusmustur. Strgliin olusum yiizdesi
bakimindan en iyi sonu¢ 0.5 mg I'* TDZ x 0.1 mg I’ NAA iceren MS besin ortamindan
elde edilmistir (%16,67).

Aspir bitkisi Balci gesidinde MS besin ortaminda farkh 2,4-D ile kurulan denemelerde,
hipokotil eksplantinda kallus olusumunu takiben sararmalar meydana gelmis ve sirgin
gelisimi gozlenmemistir. Kotiledon eksplantinda ise disik oranda sirgiin gelisimi 0.5
mg It 2,4-D (%10) ve 2.0 mg I 2,4-D (%6,67) iceren besin ortamlarindan elde

edilmistir.

KIN‘in tek basina ve 0.2 mg It NAA ile kombinasyonlari ile hazirlanan MS besin
ortamlarinda gelistirilen nod eksplantlarinda ise, kallus ve sirgiin olusturan eksplant
ylzdesi ile eksplant basina sirgiin sayisi agisindan iyi sonuglar elde edilmis fakat
ortamlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. 0.5 mg It KIN

iceren besin ortamindan eksplant basina 3,76 adet siirgiin elde edilmistir.

Bu tez calismasinda kiltire alinan eksplantlarda kallus olusumu bakimindan iyi
sonuclar elde edilmistir. Fakat strgiin olusturan eksplant yizdesi ve eksplant basina
sirglin sayisi bakimindan literatiire kiyasla daha disik sonuclar elde edilmistir. Doku
kiltiriinde rejenerasyonu etkileyen en 6nemli faktorlerden biri de genotiptir. Tez
¢alismasinda kullanilan aspir ¢esidi bu calismada ilk kez kullanilmis farkli bir genotiptir.
Benzer blylime diizenleyicileri ile yapilan diger ¢calismalarda kallus olusturan eksplant
ylzdesi, stirglin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina slrgiin sayisi agisindan

daha iyi sonuclarin ¢ikmasinin nedeni bu olabilir. Bu genotipte daha sonra yapilacak
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calismalarda farkli BBD ile denenen BBD’lerin farkli konsantrasyonlar ve

kombinasyonlarinin siirglin olusumuna etkisi arastirilabilir.

Aspir doku kiltlirt calismalarinda sirginlerin vitrifikasyonu énemli sorunlardan biri
olarak belirtilmistir. Bu ¢alismada da gelisen siirglinlerin ¢ogunun vitrifike strglinler
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle kdklendirme galismalari yiritilememistir. Balci
cesidi ile yapilacak ¢alismalarda vitrifikasyonu engelleyici ajanlarin (gimis nitrat, aktif

karbon vb.) kullanilmasi gerekliligi tespit edilmistir.
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