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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LATHYRUS CHRYSANTHUS BOISS. BITKIiSINDE IN VITRO SURGUN
REJENERASYONU UZERINE ARASTIRMALAR

Cansu TELCI KAHRAMANOGULLARI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hayrettin KENDIR

Bu c¢alisma, Lathyrus chrysanthus Boiss.’te etkili bir rejenerasyon sisteminin
gelistirilmesi i¢in yapilmistir. Sodyum hipoklorit ¢ozeltileri kullanilarak tohumun yiizey
sterilizasyonu gergeklestirilmis ve fiziksel dormansi ortadan kaldirilarak in vitro sartlar
altinda yiiksek miktarda saglikli steril fide elde edilmistir. Siirgiin rejenerasyonu igin
kotiledon bogum ve siirgiin ucu meristem eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda BAP
(0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 mg/l) ve NAA (0.05 ve 0.10 mg/1) igeren MS bPesin ortaminda
4 hafta boyunca kiiltiire alinmistir. Eksplant basina siirgiin sayist ve petride gelisen
toplam siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek degerler, 0.25 mg/l BAP ve 0.05 mg/l NAA
iceren MS ortaminda kiiltiire alinan kotiledon bogum eksplantlarindan elde edilmistir.
Siirgiin ucu meristem eksplantinda ise en yiiksek sonuglar, 0.50 mg/l BAP ve 0.05 mg/I
NAA igeren ortamda kaydedilmistir.

Mayis 2012, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Lathyrus chrysanthus, in vitro, siirgiin rejenerasyonu



ABSTRACT

Master Thesis

STUDIES ON IN VITRO SHOOT REGENERATION IN LATHYRUS
CHRYSANTHUS BOISS. PLANT

Cansu TELCI KAHRAMANOGULLARI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Hayrettin KENDIR

This study was carried out to develop an efficient regeneration system in Lathyrus
chrysanthus Boiss. Surface-sterilization of seeds was achieved and healthy uninfected
seedlings in large quantities under in vitro conditions were obtained by overcoming
physical dormancy by using sodium hypochlorite solutions. Cotyledon node and shoot
tip meristem explants were cultured for 4 weeks on MS medium containing different
concentrations of BAP (0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 mg/l) and NAA (0.05 ve 0.10 mg/l) for
shoot regeneration. The highest values with respect to shoot number per explant and
total shoot number per petri dish were obtained from cotyledon node explants cultured
on MS medium containing 0.25 mg/l BAP and 0.05 mg/l NAA. The highest results in
shoot tip meristem explants were recorded in medium containing 0.50 mg/l BAP and
0.05 mg/l NAA.

May 2012, 54 pages
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IAA
NAA
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KISALTMALAR
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1. GIRIS

Lathyrus (miirdiimiik) cinsi, baklagiller (Fabaceae/Leguminosea) familyasinin Vicieae
takiminda yer alan 15 boliime dagilmis 187 tiir veya alt tiir ile genis bir cinstir (Allchin
vd. 1969). Lathyrus cinsi i¢inde yer alan tek veya c¢ok yilik tiir sayisi ise 160’tir
(Plitmann vd. 1995). Lathyrus cinsinin tiir ve ¢esit zenginligi gosterdigi alanlar olarak
Akdeniz havzasi, Orta Asya, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika’nin sicak bolgeleri
gosterilmektedir (Jackson ve Yunus 1984). Avrupa florasinda 54 (Tutin 1981), Tiirkiye
florasinda ise 18’i endemik olmak iizere 58 miirdiimiik tiirli bulunmaktadir. (Davis
1970). Uzun ve Geng (2001), son yillarda eklenen kayitlarla Tiirkiye florasinda 61
miirdiimiik tiirii ve bu tiirlere ait 71 taksonun bulundugunu bildirmektedirler. L. sativus
(yaygin miirdiimiik), L. cicera (nohut miirdiimiigii) ve L. ochrus (Kibris miirdimiigii),

Lathyrus cinsinin tarimda kullanilan en 6nemli tiirleridir (Jackson ve Yunus 1984).

Lathyrus tiirleri Tiirkiye’nin hemen her bolgesinde yetismekte ve daha ¢ok Fabaceae
iyelerinin gen merkezi olarak bilinen Dogu ve Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde yayilis
gostermektedirler. Ulkemizde ¢ok dar alanlarda ve smirli miktarlarda sadece yaygin

miirdiimiik (L. sativus) ve nohut miirdiimiigii (L. cicera)’niin tarimi yapilmaktadir.

Sitolojik aragtirmalar Lathyrus cinsinin genel olarak 2n=14 diploid kromozom sayisina
sahip oldugunu gostermistir. Yapilan sitolojik aragtirmalar sonucu 60 Lathyrus tiiriiniin
kromozom sayist 2n=14 olarak bulunmustur. Bunlarin disinda farkli olarak iki tiirtin (L.
pratensis ve L. venosus ) 2n= 28 tetraploid ve bir tiiriin (L. palustris) 2n= 42 hekzaploid
kromozom sayisina sahip oldugu ve bunlarin autopolyploid olduklar1 bildirilmektedir.
Ayrica bu autopolyploid tiirlerin diploid varyetelerine dogada rastlamak miimkiindiir

(Campbell 1997).

Lathyrus tiirlerine ait en eski bulgular Hindistan’da M.O. 4000 - 3500 ve Bat1 Asya’da
M.O. 3800 - 3200 yillarina kadar uzanmaktadir (Allchin 1969, Saraswat 1980).
Lathyrus tiirlerinin Kanarya Adalari, Almanya, Rusya, Bat1 Asya, Cin, Orta Dogu (Irak,
[ran, Suriye, Filistin, Liibnan, Afganistan) ve Kuzey Afrika’da (Etiyopya, Misur,
Cezayir, Libya, Fas) yaygin, buna karsin, Avrupa (Fransa, ispanya, italya, Portekiz ve



Kibris) ve Giiney Amerika’da ise daha az miktarda tarimi yapilmaktadir (Kislev 1989,
Campbell vd. 1994). Lathyrus tiirleri diinya genelinde yesil ot, kuru ot ve tane yem
olarak hayvan beslemesinde, yesil gilibre bitkisi olarak toprak yapisinin
iyilestirilmesinde ve yemeklik tane baklagil veya sebze olarak insan beslenmesinde
kullanilmak tizere yetistirilmektedir. Ayrica bu tiirler belirli donemlerinde otlatilmakta
ve otlatmaya ara verildikten sonra gelisen bitkiler tohum icin hasat edilmektedir.
Lathyrus tiirlerinin insan beslenmesinde kullanimi iilkelere ve yorelere gore
degisiklikler ve 6zel tiikketim tarzlari icermekle birlikte genellikle kuru taneleri ¢orba
yapilarak ve oOgiitlilerek belirli oranlarda bugday ununa katilarak ekmek yapiminda
kullanilmakta; taze yapraklari, olgunlasmamis bakla ve taneleri ise salata, sebze yemegi

ve ¢erez olarak degerlendirilmektedir (Kumar 1997).

Diinyada en fazla kiltiri yapilan Lathyrus tiirii, birgok biyolojik ve tarimsal
iistlinliiklere sahip olan L. sativus’tur. Kislev (1989), L. sativus’un erken neolitik ¢agdan
beri insan beslenmesinde kullanildigin1 ve tarimmin ilk defa M.O. 6000’li yillarda
Balkanlar’da yapilmaya baslandigini bildirmektedir. L. sativus, yillik yagisin 250
mm’ye kadar diistiigii anlarda yetisebilmekte ve bu ozelligi ile kuraklifa en fazla
dayanabilen kiiltir bitkilerinin basinda gelmektedir (Tekele-Haimanot vd. 1990).
Ayrica, bu tiir kurakliga dayanikliligi yaninda yillik yagisin yiiksek oldugu veya su
altinda kalan alanlarda da basariyla yetisebilmektedir. L. sativus, erken donemde su
altinda kalmaya ve ge¢ donemde kuraklia dayamikliligi sebebiyle ¢eltik tariminin
yapildig1 bolgelere ¢ok iyi uyum gostermektedir (Kumar 1997). Bu 6zelligi ile g¢eltik
tariminin yaygin oldugu alanlarda hem ekim ndbetinin, hem de celtikle tek yonlii
beslenmek zorunda olan insanlarin diyetlerinin diizenlenmesinde Onemli katkilar
saglamaktadir (Haqqani ve Arshad 1995). L. sativus, Hindistan, Banglades, Nepal ve
Pakistan’da toprak isleme yapmaksizin c¢eltik tarlalarina dogrudan ekilerek de
yetistirilir. Genelde yazlik olarak yetistirlen L. sativus, genellikle Akdeniz gevresinde
ekilmekte ve kis1 rozet bigiminde gegiren bitkiler ilkbaharda sicakligin artmasiyla hizl
bir sekilde gelismektedir (Campbell 1997). L. sativus c¢ok farkli toprak ve iklim
kosullarinda rahatlikla yetisebilmesi ve bu kosullarda giibreleme ve pestisit
uygulamasina ihtiya¢ duymaksizin ekonomik diizeyde verim verebilmesi nedeniyle,

ekim nobeti ve siirdiriilebilir tarim adina énemli bir bitkidir. Ayrica, L. sativus biyotik



ve abiyotik stres faktorlerine karst gosterdigi dayaniklilik nedeniyle baklagil 1slahi
acisindan O6nemli bir genetik kaynak olarak gosterilmektedir (Clulow vd. 1991). Bu
tiirlin tohumlar1 nohut, bezelye, bakla ve liipen gibi tane baklagillerin yetisemedigi
kuraklik derecelerine dayanabilmekte ve kuraklifa bagh kithigin oldugu donemlerde
insanlarin en 6nemli protein ve karbonhidrat kaynagini olusturmaktadir (Spencer 1989).
Genel olarak aminoasit icerigi diger baklagillerle benzer (Duke 1981, Williams vd.
1994) fakat 'lysine' igerigi diger baklagillerden daha yiiksek; 'methionine’, 'cysteine' ve
'triptophan’ igerigi ise daha diisiiktiir (Gatel 1994). Protein orani tohumlarinda %25.60 -
35.90, yesil aksaminda ise %17.00 - 22.27 arasinda degismektedir (Rosa vd. 2000,
Karadag ve Buylikburg 2003).

Diger 6nemli tiirlerden L. cicera, Yunanistan, iran, Irak, Urdiin, Suriye ve Ispanya’da;
L. ochrus ise Kibris ve Yunanistan’da yaygindir. L. cicera soguklara, L. ochrus ise bir
parazit olan orabans (Orobanche crenata Forsk.)’a kars1 dayaniklidir (Saxena vd. 1993).
L. cicera’nin tanelerinde %21.70 - 27.60 (Abreu ve Bruno-Soares 1998, Hanbury ve
Hughes 2003); L. ochrus’un tanelerinde ise %20.90 (Abreu ve Bruno-Soares 1998)
oraninda protein bulunmaktadir. L. ochrus gii¢lii gelisme yetenegi, su basmalarina ve
kurakliga dayanma giicii ile yem bitkisi ve dzellikle yesil giibre bitkisi olarak degerli bir
tiirdiir. Dlinyada en fazla tarimi yapilan bu ii¢ tiir arasinda yetisme siireleri ve verimler

acisindan farklar bulunmaktadir.

L. odoratus, L. tingitanus, L. articulatus, L. annuus ve L. chrysanthus (Sekil 1.1) siis

bitkisi olarak yetistirilmektedir.

Lathyrus tiirlerinde, diger bir¢ok baklagil bitkisinde oldugu gibi beslenme iizerine
olumsuz etkileri olan bazi maddeler bulunmaktadir (Urga vd. 1995). Lathyrus tiirlerinde

3 adet, protein yapisinda olmayan (NPAA) toksik amino asit tespit edilmistir.



Sekil 1.1 a. Lathyrus chrysanthus Boiss. bitkisinin ¢igeklenmesi, b. bakla olusturmasi



Bunlardan B- N-oxalyl-L-a,Bdiaminopropionic acid (ODAP) L. sativus, L. cicera, L.
ochrus, L. clymenum basta olmak iizere 21 Lathyrus tiiriinde; L-2, 4 Diamino-butyric
acid (DABA) L. sylvestris ve L. latifolius’da; beta-aminopropionitrile (BAPN) L.
odoratus, L. hirsutus, L. pusillus ve L. roseus tiirlerinde belirlenmistir (Roy ve Spencer
1989). Lathyrus tiirlerini tiiketen insan ve hayvanlarda bu kimyasal maddelere bagl

hastaliklar goriilmekte ve bu hastaliklara genel olarak "Lathyrism" ad1 verilmektedir.

Lathyrus tiirlerinde belirlenen toksik maddelerin en o6nemlisi ODAP’tir. ODAP,
Lathyrus tiirlerinin yanisira diger baz1 baklagil cinslerinde de bulunmaktadir (Quarrie
vd. 1977). Lathyrus tiirlerinin ODAP icerdigi belirlendikten sonra (Bell 1962) islah
calismalar1 diisiik ODAP igerikli hatlarin gelistirilmesi iizerine yogunlasmistir (Hanbury
vd. 2000). Ancak, bugiine kadar hayvan ve insan beslenmesinde giivenle
kullanilabilecek bir hat gelistirilememistir (Hanbury ve Hughes 2003). Aslinda bir¢ok
calismada diisiik toksik icerikli hatlar gelistirilmis, ancak bu hatlar degisik toprak ve
cevre kosullarinda kararhiliklarint koruyamamistir. Giivenli tiikketim i¢in tohumlarin
ODAP igeklerinin %0.22°den az olmas1 gerektigi bildirilmektedir (Abd El Moneim vd.
1999). Aletor vd. (1994), ortalama ODAP igerigini L. sativus tiiriinde %0.48, L.
cicera’da % 0.16 ve L. ochrus’ta % 0.57 olarak belirlemislerdir.

Ulkemizde su an miirdiimiik tarrm1 ¢ok yaygin olarak yapilmamaktadir. Smirli miktarda
da olsa, tarimi yapilan yerlerde yerel populasyonlar kullanilmaktadir. Bu yerel
populasyonlarin verim, kalite ve toksik madde diizeyleri hakkinda detayl: bilgiler ortaya
konmus degildir. Bu gergevede, hem yerli ve hem de yabanci materyaller kullanilarak
iilkemizin degisik ekolojilerine uygun ve diisiikk toksik madde diizeyi ile giivenli
kullanim sans1 sunan materyalerin belirlenmesi gelecek i¢in biiylik faydalar
saglayacaktir. Diinyada ciddi bir iklim degisikligi yasanmakta ve iklim bilimciler
tilkemizin de i¢inde bulundugu genis alanlarda kuraklik tehlikesine isaret etmektedir.
Bu sebeple, kurakliga dayanikliligi ¢ok iyi olan tiirleriyle, miirdiimiik cinsinin 6nemi
gelecekte daha da artacaktir. Tiirkiye’de 4.5 - 5 milyon ha tarim arazisine yillik 400
mm’nin altinda yagis diismektedir. Kurak bolgeler basta olmak iizere, ¢ok farkli
ekolojilere uyum saglayan Lathyrus tiirleri, 6zellikle bu alanlar igin verim ve besleme

kalitesi ile uygun bir tane baklagil, yem veya yesil giibre bitkisi olabilir. Miirdiimiik



tiirleri kurakliga dayanikliligi yaninda 6zellikle erken donemde su basmalarina karsi
gosterdikleri direngle farkli alanlarda da kullanim olanagi sunmaktadir. Bu alanlarin
basinda celtik ekim bolgeleri gelmektedir. Miirdiimiik tiirlerinin ¢eltik alanlarinda ana,
ara veya yesil giibre bitkisi olarak ekim nobetine girme olanaklarmin arastirilmasi,

celtik tarimina 6nemli katkilar saglayabilir.

Doku kiiltiirii ve gen aktarim teknolojileri heniiz Lathyrus tiirleri i¢in yaygin olarak
kullanilmamaktadir. ODAP iiretiminin engellendigi ve beslenmeyi olumsuz etkileyen
faktorlerin ortadan kaldirildig1 yeni genotiplerin gelistirilebilmesi i¢in doku kiiltiirii ve
gen aktariminda etkin protokollerin gelistirilmesi ve uygulanmasi gerekmektedir. Bu
yiiksek lisans calismasinin amaci; gen aktarim caligmalarina temel olusturacak doku
kiiltiri tekniklerinin Lathyrus chrysanthus Boiss. tiiriinde basariyla uygulanabilmesi

icin etkili bir rejenerasyon sisteminin gelistirilmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Mukhopadhyaya ve Bhojwani (1978), L. sativus’un kallus kiiltiirlerinden siirgiin

rejenerasyonu elde etmislerdir.

Gharyal ve Maheshwari (1983), L. sativus’un siirgiin ucu kiiltiirlerindeki kallus
baslangic1 ve sonrasindaki organogenesis ve somatik embriyogenesisin yalnizca gesitler
arasinda degil, ayn1 zamanda ayni g¢esitten meydana gelmis genotipler arasinda da
genetik kontrol altinda oldugunu bildirmislerdir. Yiiksek silirgiin rejenerasyonu igin
fizyolojik olarak degistirilmis bitkicikler Onermislerdir. Ayrica tepe siirgiinlerinin
kesilmesinin uyku halindeki yan siirgilinlerin aktiflesmesi sonucunu dogurdugunu bunun

da tiim genotiplerin dokularinda organogenesise neden oldugunu rapor etmislerdir.

Malik vd. (1992), degisik oranlarda BAP ile hazirlanmig ortamlarda tohumlardan
tiretilmis epikotil eksplantlar1 kullanilan Lathyrus bitkiciklerinin 2-5 siirgliniindeki
dogrudan farklilagmay1 rapor etmistir. Malik ve ark. degisik oranlarda BAP kinetin ve
TDZ igeren MS ortamlarinda kiiltiire alimmis L. cicera, L. ochrus, L.sativus ve L.
tingitanus bitkilerinin kotiledon bogumlarindan siirgiinler iiretmistir. Uretilen siirgiinler
degisik oranlarda NAA ile muamele edilerek MS ortamlarinda koklendirilmis ve sag

kalan bitkicikler dis kosullara alistirilarak topraga aktarilmistir.

Karadimova ve Djambova (1993), 1 ekmeklik ve 3 makarnalik bugday g¢esidinin
olgunlagmamis embriyolarint eksplant olarak kullandiklar1 in vitro tuzluluk
calismasinda, kalluslar1 farkli dozlarda tuz igeren ortamlara aktarmislardir. iki alt kiiltiir
yaptiklar1 ¢aligmada, kalluslarin gelisme oranini1 kallus agirligini  karsilastirarak
belirlemislerdir. Tiim dozlarda elde ettikleri rejenere bitkileri yetistirerek bunlarin
tohum baglamasini1 saglamislardir. R; generasyonunda in vivo 'da tekrar kullandiklari en
yiiksek dozlar olan %0.5 ve %0.7 NaCl igeren sularla sulama yapmiglar ve bu dozlara
dayanikli gesitlerin yeni kusaklarinin da dayanikli oldugunu gézlemislerdir. Calismada

ekmeklik bugday, makarnaliklara oranla daha dayanikli bulunmustur.



Barna ve Metha (1995), Agrobacterium ve partikiill bombardiman1 yontemi ile L.
sativus 'ta transformasyon ¢aligmasi yapmislar, Kallus ve embriyolarin transformasyon

frekansinin oldukga diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Kintzios vd. (1997), 'Vergina' ekmeklik bugday ¢esidinin olgun embriyolarini 0, 3, 6 ve
9 g/l dozlarinda NaCl ve degisik yogunluklarda biiylime diizenleyiciler igeren
ortamlarda kiiltiire almislar, tuz dozlarin1 ortamlara kallus gelisimi saglandiktan sonra
eklemiglerdir. Olusturulan kalluslarda kallus ¢ogaltimi, kék olusumu ve siirgiin
gelisiminin incelenmesi amaciyla ti¢ ayr1 yontem uygulanmistir. Tuzun kalluslarin
morfolojik goriinlimlerinde onemli bir etkiye neden olmadigi ancak yiiksek tuz
dozlarinda kallus biiyiimesinin yavasladigi, kok olusumu ve siirglin gelisiminin azaldig
gozlenmistir. Arastirmacilar tuza toleransh bitki se¢imi i¢in 3-5 g/l dozlarinin uygun
oldugunu ve bu uygulamanin bitki rejenerasyonu asamasinda yapilmasini onerdiklerini

belirtmislerdir.

Ozgen vd. (1998), 12 ekmeklik bugday ¢esidinde kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonuna eksplant tiiriiniin etkisini (olgunlasmamis embriyo ve endosperm-
destekli olgun embriyo) arastirmislar; her iki embriyo kiiltiirtinde de rejenere bitki elde
edildigini ve Kkiiltiir tepkilerinin genotiplere bagli oldugunu, kallus olusumu,
rejenerasyon kapasitesi ve rejenere bitki sayisinin birbirinden bagimsiz oldugunu, olgun
embriyolarda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun yiiksek oldugunu ve yilin her
doneminde kolay bulunabilecegi i¢in bugday doku kiiltiirii ¢alismalarinda basariyla

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Sayar vd. (1999), diploid, tetraploid ve hekzaploid bugday cesitlerinde endosperm
destekli olgun embriyo teknigini kullanarak, tane iriliginin kallus olusumuna etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda; bugday cesitlerine ait tohumlar1 kiiclik ve biiylik olarak
ikiye ayirmuslar, yiizey sterilizasyonu uygulanan bu tohumlarin embriyolar steril kabin
icerisinde endospermden hafifce ayirilip 8 mg/l 2,4-D igeren sivi ortamda kallus
olusturmalar1 saglanmis, icinde oksin bulunmayan MS ortamina rejenerasyon igin
aktarilmistir. Arastiricilar, tim genotiplerde biiylik tanelerin, kii¢lik tanelere gore kallus

olusturma frekansi, kallus net agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir olusturabilme



yeteneginin onemli derecede yiiksek degerler gosterdigini; tohum agirlhig ile kallus
agirhigi (r = 0.86) ve kallus agirligi ile rejenerasyon kapasitesi (r = 0.85) arasinda 6nemli
iliski oldugunu, biiyiik taneli bugdaylarda endosperm destekli embriyo teknigi
kullanilarak yiiksek diizeyde rejeneratif kallus olusumu elde edildigini, bu nedenle bu

teknigin olgunlasmamis embriyolara alternatif olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Roy vd. (1993), L. sativus’un ara bogumlarindan olusan klonlarinda indirgenmis ODAP
(%0.1 ya da daha az) icerigi bulgusunu rapor etmistir. Elde edilen bitkicikler basaril1 bir

sekilde koklendirilmis, dis kosullara alistirilmis ve topraga aktarilmistir.

Debnath vd. (2001) degisik oranlarda NAA ve BAP kullanarak miirdiimiigiin sap, govde
ve yaprak kallusundan birden ¢ok bogum olusturmustur. En iyi rejenerasyon yaprak

eksplantindan elde edilmistir.

Ochatt vd. (2002), ii¢ miirdiimiik tiirtiniin hipokotillerinden siirgiin bogumlar1 rejenere
etmistir ve bunlarin DNA igeriklerini flow-sitometri yontemiyle belirlemislerdir. Bitki
rejenerasyonunun genotipe bagli olmakla birlikte DNA icerigiyle oldukga iliskili
oldugunu belirlemislerdir. Anormal DNA iceriginin varlii koklenmis verimli bitkilerin
rejenerasyonunu engelleyen siddetli vitrifikasyon semptomlariyla sistematik olarak

iliskilendirilmistir.

Zambre vd. (2002), NAA veya IAA ve Hindistan cevizi siitii kombinasyonlar1 igerisinde
TDZ igeren B5 bazal ortam iizerinde iki elit L. sativus genotipinin tepe ve yan
stirglinlerini siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanmistir. Siirglin uzamasi IAA ve Hindistan
cevizi siitli igeren ortamda daha yiiksek olmustur. Rejenere edilen siirgiinler hormonsuz

B5 bazal ortaminda ya da kok govdelerine asilama yoluyla koklendirilmistir.

Yildiz ve Er (2002), yaptiklar1 ¢alismada sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltilerinin
konsantrasyon (%40, %60 ve %80) ve sicakliklarinin (0, 10, 20, and 30°C) tohum
¢imlenmesi, in vitro canlilik, keten fidelerinin gelisimi ve hipokotil eksplantlarinin
rejenerasyon kapasitesi lizerine etkisini belirlemislerdir. Sonuglar, tohum ¢imlenmesi,

fide gelisimi ve siirglin rejenerasyonunun dezenfektanin artan konsantrasyon ve



sicakligindan  olumsuz etkilendigini gOstermistir. Fide gelisimi ve siirgiin
rejenerasyonunda en iyi sonuglar, %40’lik konsantrasyondaki dezenfektanin 10°C

sicaklikta kullanilmasiyla elde edilmistir.

Yildiz vd. (2003), yurt disindan getirilen {i¢ keten ¢esidini kullanarak yaptiklar
calismada, steril edilen tohumlardan gelisen farkli yaslardaki (7, 12, 17 giin) fidelerden
elde edilen hipokotil parcalar1 agar ve phytagel ile katilastirilan MS ve B-5 ortamlarinda
stirgiin rejenerasyonuna almislardir. Sonugta, en yliksek siirglin rejenerasyon yiizdesi
her li¢ ¢esitte ve tiim ortamlarda 12 giinliik fidelerden alinan hipokotil eksplantlarindan
elde edilirken; eksplant basina siirgiin sayis1 ve petride gelisen toplam siirglin sayisi
bakimindan en yiiksek degerler denemeye alinan ii¢ cesitte de ortam olarak MS ve
katilagtirict  olarak agarim kullamildigr 7 giinliik fidelerden alinan hipokotil

eksplantlarindan elde edilmistir.

Barik vd. (2004), BAP, kinetin ya da TDZ igeren MS ortaminda in vitro ‘da tohumlardan
tiretilen L. sativus kotiledon bogumlarindan birden ¢ok siirgiin olusturmustur. 2.85
mMIAA iceren MS ortamina aktarilan siirgiinlerde %81.80°¢ varan oranlarda kok

gelismistir. Bitkiler basarili bir sekilde dis kosullara alistirilmis ve topraga aktarilmistir.

Yildiz ve Ozgen (2004), ii¢ keten ¢esidinde, 1 mg/l BAP and 0.02 mg/l NAA iceren MS
ortaminda, hipokotil pargalarinin su igerisine gegici olarak daldirilmasinin in vitro
eksplant gelisimi ve siirglin rejenerasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla bir
calisma yirlitmislerdir. Su ile muamele edilen hipokotil eksplantlarinin siirgiin
rejenerasyon yiizdesi, hipokotil basina siirglin sayisi, siirglin uzunlugu, petri basina
stirgiin sayis1, basarili koklenme ve bitkicik olusumu bakimindan en yiiksek degerleri
verdigi gozlenmistir. Bu yoOntemin, in vitro kiltire alinan diger tiirler i¢in de

uygulanabilecegi vurgulanmistir.

Yildiz vd. (2005), son yillarda siirgiin rejenerasyonunu artirmada yaygin olarak
kullanilan TDZ’nin (thidiazuron) keten hipokotil eksplantlarindan siirgiin gelisimi
iizerine olan etkisini BAP ve NAA ile karsilastirmislardir. Ozellikle gen aktarimi

yapildiktan sonra, gen aktarilmis dokulardan transgenik siirgiinlerin rejenerasyonu son
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derece onemlidir. Bagarili bir gen aktarimi i¢in adventif siirgiin rejenerasyonunun ve
Ozellikle de eksplant basina rejenere olan siirglin sayisinin  yiiksek olmasi
gerekmektedir. Keten hipokotil eksplantlarindan yiiksek adventif siirgiin elde etmek igin
rejenerasyon ortaminda yaygin olarak BAP ve NAA kullanilmaktadir. Farkli TDZ
dozlar (1, 2, 4 ve 8 mg/l) arasinda; siirgiin rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin
sayis1 ve petri basina toplam siirgiin sayisi bakimindan en uygun dozun 2 mg/l oldugu

belirlenmis ve TDZ dozlar1 BAP ve NAA ile karsilastiriimistir.

Barik vd. (2005), Agrobacterium tumefaciens’in neomycin phosphotransferase II (npt
IT) geni ve B glucuronidase (gus)-intron ile birlikte ikili plasmid p35S GUS INT tasiyan
EHA 105 ve LBA 4404 hatlar1 ile miirdiimiigiin epikotil eksplantin1 kullanarak
transformasyon i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir. LBA 4404 hattinin daha yiiksek
transformasyon yetenegine sahip oldugunu belirlemislerdir. Elde edilen siirgiinler 0.5
mg/l TAA igeren MS ortaminda koklendirilmis, organik gilibre ile dis kosullara
alistirllmis ve deneysel ekim alanina dikilmistir. Soy analizi sayesinde gen dizilimi
belirlenmistir. T1 tohumlarindan elde edilen transgenik bitkilerden, kanamycin’e

direngli ve duyarl bitkiler 3:1 oranina yakin bir oranda ayristirilmistir.

Barik vd. (2005), 17.76 uM BA ve 10.74 uM a-naftalin asetik asit ile ¢ogaltilmis MS
ortaminda epikotil eksplantlarinda, yliksek siirgiin rejenerasyonu baslatmistir. Rejenere
olan siirgiinlerin yaklasik %78’1 2.85 uM indole-3-asetik asit iceren MS ortaminda
koklendirilmistir. Daha sonra fideler dis kosullara alistirilip topraga aktarilmistir.

Fidelerin %751 hayatta kalmistir.

Yildiz vd. (2005), son yillarda siirgiin rejenerasyonunu artirmada yaygin olarak
kullanilan TDZ’nin (thidiazuron) keten hipokotil eksplantlarindan siirglin gelisimi
iizerine olan etkisini BAP ve NAA ile karsilastirmislardir. Ozellikle gen aktarimi
yapildiktan sonra, gen aktarilmis dokulardan transgenik siirgiinlerin rejenerasyonu son
derece Oonemlidir. Bagarili bir gen aktarimi i¢in adventif siirgiin rejenerasyonunun ve
ozellikle de eksplant basmna rejenere olan siirglin sayisinin  yliksek olmasi
gerekmektedir. Keten hipokotil eksplantlarindan yiiksek adventif siirgiin elde etmek igin

rejenerasyon ortaminda yaygin olarak BAP ve NAA kullanilmaktadir. Farkli TDZ
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dozlar (1, 2, 4 ve 8 mg/l) arasinda; slirgiin rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin
sayis1 ve petri basina toplam siirgiin sayisi bakimindan en uygun dozun 2 mg/l oldugu

belirlenmis ve TDZ dozlar1 BAP ve NAA ile karsilastiriimistir.

Yildiz ve Ozgen (2006), benzylaminopurine (BAP), naphtalene acetic acid (NAA) ve
thidiazuron (TDZ)un farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinin ii¢ keten ¢esidinin
hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu iizerine olan etkisi aragtirmislardir.
Bitki rejenerasyonu, biyoteknolojide transgenik bitkilerin elde edilmesinde sinirlayict
onemli bir faktordiir. Keten (Linum usitatissimum L.), yiiksek kaliteli kuruyan yagi ve
lifi nedeniyle 6nemli bitkilerden biridir. Keten bitkileri, in vitro teknikler kullanilarak
hipokotil kisimlarindan kolaylikla rejenere olmaktadir. En iyi sonuglar, 1 mg/l BAP ve
0.02 mg/l NAA igeren MS ortamindan, Madaras, 1886 Sel. ve Clarck cesitlerinde
sirastyla eksplant agirliginda 1054, 944 ve 800 mg, siirglin rejenerasyonunda %100.0,
%96.7 ve %70.0, eksplant basina siirgiin sayisinda 9.8, 9.8 ve 15.4, petri basina toplam
siirglin sayisinda 98.0, 96.0 ve 108.0 olarak elde edilmistir. 1 mg/I’nin {izerinde artan
TDZ dozlari, eksplant {izerinde toksik etki gdstermis ve siirgiin rejenerasyon frekansi
onemli derecede diismistir. TDZ’nin ketenin in vitro kiiltiirlinde yalniz basina

kullanilmas1 6nerilmemistir.

Ozgen vd. (2007), tuza toleransh bugday islahinda in vitro mutagenesis aracilig1 ile
kallus ve rejeneratif bitkilerden yararlanilarak, tuza toleranshi c¢esit gelistirmede
baslangic materyali ya da gen kayna@i olarak kullanilabilecek rejenerantlarin elde
edilmesi amaciyla yiiriittiikleri calismada, bitki materyali olarak tescilli 1 adet ekmeklik
(Triticum aestivum L., Bezostaja 1) ve 1 adet makarnalik (Triticum durum Desf.,
Cakmak 79) bugday ¢esidi kullanmiglardir. Arastirmada, tuz kaynagi olarak toprakta en
cok bulunan NaCl kullanilmis, 0 dozu kontrol olarak degerlendirilmis ve 4, 8, 12, 16, 20
g/l olmak flizere toplam 6 tuz dozunda tepkiler belirlenmistir. Gama radyasyonu
kullanilarak yapilan muamelelerde ise dozlar, embriyolar i¢in 100, 200, 300, 400 ve 500
Gy; kalluslar i¢in 30, 60, 90, 120 ve 150 Gy olarak belirlenmistir. Caligma sonunda 12,
16 ve 20 g/I'lik tuz dozlar arasinda her iki ¢esitte de rejenere olan bitki sayisi
bakimindan en yiiksek degerler 12 g/l tuz dozundan elde edilmistir. Radyasyon

dozlarinda ise, en yiiksek rejenere olan bitki sayis1 Bezostaja 1 ¢esidinde, tohuma 100
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Gy ve kallusa 30 Gy radyasyon dozu uygulamasindan alinirken; Cakmak 79 ¢esidinde
tohuma 400 Gy ve kallusa 30 Gy radyasyon dozu uygulamasindan elde edilmistir.

Sahin Demirbag vd. (2008), askorbik asit eklenmis TDZ, 6-benzylaminopurine ve
naftalin asetik asit igeren MS ortaminda nohut mirdiimiigi (L.cicera L.)’niin
olgunlagmamis embriyo eksplantlarin1 kullanmistir. Bir bitkide goriilen en yiiksek
siirgiin sayist 0.45 mg/l TDZ ve 0.4 mg/l askorbik asit eklenmis MS ortaminda
gozlenmistir. Strgiinler 7 dk boyunca 50 mg/l IBA ile muamele edilerek
koklendirilmistir. Bitkicikler sera ortaminda basarili bir sekilde dis kosullara

alistirllmastir.

Sahin Demirbag vd. (2008), in vitro’da tohumlardan gelisen L.cicera L.’dan alinan
kotiledon eksplantlarini kullanmis ve 0.2 mg/l TDZ iceren MS ortaminda %100 siirgiin
rejenerasyonu rapor etmistir. 0.2 mg/l TDZ ve 300 mg/l Casein hydrolsate igeren MS
ortaminda kaydedilen bitki basina en yiiksek siirgiin rejenerasyonu sirasiyla 11.83 ve
10.56’dir. %60 koklenme orani 5 ve 7.5 dk boyunca 100 mg/l IBA ile muamele edilerek

elde edilmistir.

Kendir vd. (2009), TDZ ve BAP-NAA nin ¢esitli konsantrasyonlarini askorbik asitli ve
askorbik  asitsiz  sekilde kullanarak  mirdiimiigin ~ olgunlagsmamig  zigotik
embriyolarindan siirgiin rejenerasyonu elde etmistir. Arastirmalar askorbik asit
olmaksizin hem TDZ hem de BAP-NAA’nin fenolik bilesiklerin salimina bagli olarak
bitkide siirgiin rejenerasyonuna etki yapmadigini gostermistir. 0.45 mg/l TDZ (askorbik
asitli) iceren MS ortaminda yan siirgiin rejenerasyonu, BAP-NAA (askorbik asitli)’ya
gore ¢ok daha yiiksektir. Gelisen siirgiinler en iyi 0.90 mg/l NAA eklenmis MS
ortaminda koklendirilmistir. Koklenen bitkicikler sera ortaminda dis kosullara

alistirllmistir.

Yildiz (2009), gama radyasyonundan yararlanilarak hiicre ve dokularda fiziksel ve
biyolojik degisikliklerin olusturulmasi ve bu sekilde partikiil bombardimani yontemi
kullanilarak yapilan gen gegislerinin ve bitki rejenerasyonunun artirilmasini hedefledigi

calismasinda, Oncelikle farkli gama kaynaklarinin (Kobalt 60 ve Sezyum 137) ve
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bunlara iliskin dozlarin bitki rejenerasyonuna olan etkisi belirlenmis; uygun radyasyon
kaynagi ve dozlar belirlendikten sonra partikiil bombardiman1 ve bitki rejenerasyonu
caligmalarina baglamistir. Olgun embriyolardan kallus kiiltiiri araciligiyla bitki
rejenerasyonu lzerine yapilan caligmalarda kullanilan her iki bugday c¢esidinde
(Bezostaja-1 ve Cakmak 79) de incelenen tiim karakterlerde en yiiksek sonuglar kontrol
(0 Gy) uygulamasindan alinmis, bunu 15 Gy’lik gama radyasyon dozu uygulamasi
izlemistir. Gama radyasyon dozlarindaki artisa paralel olarak elde edilen sonuglarda
onemli diigiisler gozlenmistir. 15 Gy’in lizerindeki gama radyasyon dozlarinda siirgiin
rejenerasyonu goriilse de herhangi bir bitkicik gelisimi olmamigtir. Arastirmada
kullanilan her iki c¢esitte de en yiiksek sonuglarin Kobalt 60 gama kaynaginin
kullanildig1 uygulamalardan elde edilmistir. Sezyum 137 gama kaynagi kullanildiginda,
incelenen tiim karakterlerden elde edilen sonuglarda 6nemli diisiisler gézlenmistir. 15
Gy’lik gama radyasyonu uygulamasinda kallus ve embriyo eksplantlari
karsilagtirildiginda, tiim karakterlerde en yiiksek sonuglarin kallustan alindig

belirlenmistir.

Yildiz vd. (2011), in vitro rekabet ve stresin Linum usitatissimum hipokotil
eksplantlarimin  doku kiiltiirii tepkisine olan etkilerini belirlemek i¢in yaptiklar
calismada, eksplantlar arasindaki rekabeti, eksplantlarin kiiltiire alindigr mesafeleri
degistirerek saglamiglardir. 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 cm olarak dort farkl kiiltiir mesafesinin
kullanildig1 arastirmada, kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra hipokotil yas ve kuru
agirliklari, siirglin rejenerasyon yiizdesi, hipokotil basina siirgiin sayisi, rejenere siirgiin
uzunlugu, petride gelisen toplam siirgiin sayisi ve toplam klorofil kapsami
belirlenmistir. Sonuglar, eksplantlar arasindaki kiiltiir mesafesinin 2.0 cm’den 1.0 cm’ye
diistiriilerek onlarin rekabete tesvik edilmesinin hipokotil bagma siirgiin sayisini,
rejenere olan siirgiin uzunlugunu ve petrideki toplam siirgiin sayisin1 6nemli derecede
artirdigin1 gostermistir. Eksplantlar, 0.5 cm mesafede kiiltiire alindiginda, stres baglamis
ve biitlin parametrelerde belirgin diistisler gézlenmistir. Bu arastirma, doku kiiltiirii
calismalarinin basarisinin yalnizca biiyiime ortamindaki oksin ve sitokininlerin dogru
konsantrasyon ve kombinasyonlarinin belirlenmesiyle degil, ayn1 zamanda kiiltiire

alinan eksplantlar arasindaki rekabetten yararlanilarak da artirilabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Cahismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler Sigma Chemical Co., Merck ya da

Duchefa’dan temin edilmistir.
3.2 Bitki Materyali
Calismada bitki materyali olarak Tiirkiye’de Diyarbakir ve Urfa illeri civarinda

kendiliginden yetisen Lathyrus chrysanthus Boiss. tiiriine ait tohumlar kullanilmistir
(Sekil 3.1).

T,

o

Sekil 3.1 Lathyrus chrysanthus Boiss.’in Tiirkiye’de dogal yetisme alanlar1

3.3 Metot

3.3.1 Biiyiime ortamu ve kiiltiir kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1) ile
%3 sukroz iceren ve %0.7’lik agar (Type A) ile katilagtirilan temel besin ortami (MS)
kullanilmistir. Ortam hazirliginda distile saf su kullanilmig, gerektiginde besin ortamina
farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir. Besin ortaminin

pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer
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basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmistir. Tiim kiiltiirler
beyaz floresan 15151 (27 umol m2 s!) altinda 16 saat 15tk ve 8 saatlik karanlik
fotoperiyotta 24+1°C’de tutulmustur. Her muamele, igerisinde 10 adet eksplantin

bulundugu 3 tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kutularindan olugmustur.

Cizelge 3.1 MS (Murashige ve Skoog) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari
Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
Makro Elementler NH.NO4 1650
KNO, 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSO,.7H,0 370
KH,PO, 170
Mikro Elementler Kl 0.83
H3BO3 6.2
MnSQO,.4H,0 22.3
ZnS0,.7H,0 8.6
Na,Mo00,.2H,0 0.25
CuS0O,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Acid 05
Pyridoxine-HCI 05
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2

3.3.2 Tohum Yyiizey sterilizasyonu

Tohumlar, manyetik karistirici lizerinde farkl sicaklik (25, 35 ve 45°C) ve dozlardaki
(50, 75 ve %100) ticari camasir suyu icerisinde, degisik siirelerde (10, 15 ve 20 dk)
calkalanarak steril edilmis, daha sonra steril saf su ile 3-4 defa durulanmistir. Boylece
fazla sayida steril saglikli fide elde etmek icin gerekli sterilizasyon uygulamasi

belirlenmistir.
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3.3.3 Tohumlarin in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi, eksplant izolasyonu ve siirgiin
rejenerasyonu

Steril edilen tohumlar bistiiri yardimiyla ¢izildikten sonra 1 mM GA3 ¢ozeltisinde 6 saat
calkalanmus, steril petriler igerisinde sivi MS ile 1slatilan kurutma kagitlar1 arasinda 10
giin bekletildikten sonra Magenta kaplar1 igerisinde 3% sukroz iceren ve 0.7% agar ile
katilagtiritlan MS besin ortaminda ekilmis, 24+1°C’de 16 saat 151k/8 saat karanlik
fotoperiyotta ¢imlendirilmistir. Tohumlarda 5 giin sonra ¢imlenme yiizdesi, 14 giin
sonra da fide gelisim ylizdesi belirlenmistir. Fide ve kok boylari, fide yas ve kuru
agirliklar, fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlari,
fidelerin yaprak {ist yilizeyinde mikroskop goriis alanindaki stoma sayisi, stoma eni ve
boyu, hiicre sayisi ile hiicre eni ve boyu karakterlerinde olgiimler steril tohumlarin

ekiminden 28 giin sonra alinmistir.

Siirgiin rejenerasyonu i¢in 28 giin sonunda gelisen fidelerden kotiledon bogum (Sekil
3.2) ve siirgiin ucu (Sekil 3.3) meristem eksplantlar1 kullanmilmustir. Izole edilen
eksplantlar, igerisinde farkli dozlarda BAP (0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 mg/l) ve NAA
(0.05 ve 0.10 mg/l) iceren MS besin ortaminda kiiltire alinmistir. Eksplantlar,
rejenerasyon ortamina konulduktan 4 hafta sonra siirgiin rejenerasyon yiizdesi, eksplant
basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve petride gelisen toplam siirgiin sayisi

belirlenmistir.

3.3.4 Gelisen siirgiinlerin in vitro sartlarda koklendirilmesi

Gelisen stirgiinler koklendirmek amaciyla farkli oranlarda TIAA (indole-3 acetic acid)
(0.50 ve 1.0 mg/l) ve IBA (indole-3 butyric acid) (0.5 ve 1.0 mg/l) igeren Y2 MS
ortamina aktarilmistir. Rejenere siirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla ayni zamanda
Sahin Demirbag vd. (2008) tarafindan belirtilen protokole uygun olarak 50 mg/l IBA
iceren soliisyonda 7 dk. bekletildikten sonra 2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Gelisen
stirglinler kdklendirme ortamina konulduktan 4 hafta sonra koklenen siirgiin ylizdesi ve

stirgiin basma kok uzunlugu belirlenmistir. Koklenen siirglinler 160°C’de 3 saat
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Sekil 3.2 28 giinliik fidelerden izole edilen kotiledon bogum eksplantlari

Sekil 3.3 28 giinliik fidelerden izole edilen siirgiin ucu meristem eksplantlari
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tutularak steril edilmis toprakli saksilara sasirtilip dis kosullara adaptasyonlar

saglanmistir.

3.3.5 Klorofil kapsaminin belirlenmesi

Steril fidelerin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerikleri Curtis
ve Shetty (1996) protokoliine gore belirlenmistir. Bunun i¢in, 50 mg yesil materyal, 3
ml metanol i¢ine konularak 23°C’lik sicakliktaki karanlik ortamda 2 saat siireyle
tutulmus ve yesil materyalde bulunan klorofilin metanol igerisinde ¢dziinmesi
saglanmistir. Bu siire sonunda s1vi kisimdan (klorofil iceren metanol) 1.5 ml alinarak
650 ve 665 nm’de spektrofotometre aracilifiyla optik yogunlugu (OD) ol¢iilmiis ve
klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 "ug klorofil/g taze doku" cinsinden

belirlenmistir.

3.3.6 Mikroskop gozlemleri

Steril fide yapraklarmin iist yiizey birim alanindaki stoma ve epidermis hiicre sayisi
seffaf tirnak cilasi, temiz spatula, pens, bisturi, lam ve lamel kullanilarak ve
mikroskopta 60X biyiiltillerek gozlemlenmistir. Gozlemler sonucu yaprak st
epidermisinin stomal indeksi belirlenmistir. Stomal indeks (I) = [S / (E+S)] x 100,
birim alandaki stoma sayist (S) ve epidermis hiicre sayist (E) kullanilarak

hesaplanmustir.

3.4 istatistiksel degerlendirmeler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus, her muamele icerisinde
10 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kutularindan
olugsmustur. Elde edilen veriler “SPSS for Windows” programi yardimiyla varyans
analizine tabi tutularak, muamele ortalamalari MSTAT-C bilgisayar programi
kullanilarak Duncan testi ile karsilagtirilmistir. Yiizde degerler, istatistik analizinden

once "arcsin" degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Tohum Yiizey Sterilizasyonu ve Steril Fide Gelisimi

Tohumda yilizey sterilizasyonu bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinin  ilk adimini
olusturmaktadir. Nitekim, doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilacak olan eksplantlar
genellikle tohumdan gelisen steril fidelerden elde edilir. Yapilan aragtirmalar tohumlarin
steril edilmesi yoluyla elde edilen steril fidelerden alinan eksplantlarda rejenerasyon
kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir (Yildiz vd. 2002). Bununla birlikte,
tohum yiizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi,
tohumdan gelisen fidelerin ve dolayisiyla eksplantin canliligini ve rejenerasyon
kapasitesini onemli derecede etkilemektedir (Allan 1991, Yildiz ve Er 2002). Bu
nedenle doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda en diisilk dezenfektan dozunun, en kisa siire
uygulanmasiyla en iyi sterilizasyonun saglanmasi hedeflenmektedir Tohum ylizey
sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, giimiis nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse
de, sodyum hipoklorit (ticari ¢amasir suyu) en yaygin kullanima sahiptir (Yildiz ve Er
2002, Yildiz vd. 2012). Her bitki tohumunun bakteri, mantar ve benzeri
organizmalardan temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon stiresi
farklidir. Bu nedenle 6ncelikle doku kiiltiirii calismasina konu olan bitkiye ait en uygun

dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi gereklidir.

4.1.1 Farkh dezenfektan doz ve uygulama siirelerinin tohum c¢imlenmesi ve fide
gelisimi iizerine etkisi

Yiizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektanin dozu ve uygulama siiresi yaninda
sicakligmin da in vitro tohum c¢imlenmesini ve fide gelismini etkileyen Onemli
faktorlerden biri oldugu ilk kez Y1ldiz ve Er (2002) tarafindan bildirilmistir. Bu nedenle
arastirmamizin ilk asamasinda, ¢amasir suyu dozu ve uygulama siiresinin tohum
cimlenmesi ve fide gelisimi iizerine etkisini dogru bir sekilde belirleyebilmek igin
camagsir suyu ve durulamada kullanilan steril saf su sicakligi 25°C olarak kullanilmigtir.
Camagir suyu dozlart (%50, %75 ve %100) ve uygulama siireleri (10, 15 ve 20 dak.)
arasinda onemli bir iligki belirlenemediginden, bu iki faktoriin tohum ¢imlenme ve fide

gelisim ylizdeleri, fide ve kok uzunluklari, fide yas ve kuru agirliklar1 ile gelisen
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fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlar {izerine olan
etkileri ayr1 olarak analiz edilmistir. Lathyrus chrysanthus Boiss. tohumlarina
uygulanan farkli ¢camasir suyu dozlarinin ¢imlenme ve fide gelisim ylizdeleri {izerine
etkisi onemsiz bulunurken; fide kuru agirhigi, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil
kapsamlar tizerine etkisi 0.01 diizeyinde; fide ve kok boylart ile fide yas agirligi tizerine
etkisi de 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkli sterilizasyon siirelerinin ¢imlenme
ve fide gelisim ylizdeleri, fide ve kok boylar ile fide yas agirligi iizerine etkisi 0.01
diizeyinde; fide kuru agirlig, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlari lizerine
etkisi de 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Varyans analizi sonuclari ¢izelge 4.1°de,

Duncan gruplandirmasi ¢izelge 4.2°de verilmistir.

Cimlenme yiizdesi bakimindan en yiiksek deger, %75’lik ¢amasir suyu dozunun 20 dak.
uygulamasi sonucu elde edilirken, fide gelisim yilizdesinde en yiiksek deger %50’lik
camasir suyunun 15 dak. uygulamasindan alinmistir. Diger tiim karakterlerde (fide ve
kok boyu, fide yas ve kuru agirligi, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlari)
en yiiksek sonuclar, ylizey sterilizasyonunda kullanilan %75’lik ¢camasir suyu dozunun
15 dak. uygulamasi sonucu elde edilmistir. Camasir suyu dozu %2100 olarak
kullanildiginda, tiim karakterlerde onemli diisiisler gozlenmistir. Camasir suynun 15
dakikalik uygulama siiresinde, dozun %75’den %100’e ¢ikmasi, tohum ¢imlenmesini
%69.17°den %65.18’e diisiirmiistiir. Tohumlarin sterilizasyonunda kullanilan %75’lik
camagir suyu dozunun 15 dak. uygulanmasi sonucu ¢imlenen %69.17’lik tohumlarin
%53.05°1 fide olusturmustur. Benzer sekilde, 15 dak. uygulama siiresinde ¢amasir suyu
dozu %75’ten %100’e ¢ikarildiginda fide boyu 3.90 cm’den 3.45 cm’ye dismiistiir.
Camasir suyunun olumsuz etkileri, artan uygulama siiresiyle birlikte artis gostermistir

(Cizelge 4.2).

%75’lik ¢amasir suyunun 15 dak. uygulamasiyla steril edilen tohumlardan gelisen
fidelerin diger doz ve uygulama siirelerine gore daha hizli biiyiidiigii gézlenmistir (Sekil
4.1). Fide yas ve kuru agirliklarinda en yliksek degerler, 0.218 g ve 0.037 g ile %75 lik

camagir suyunun 15 dak. uygulamasindan elde edilmistir.
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Sekil 4.1 Camasir suyunun farkli dozlari (a. %50, b. %75 ve c. %100) ile 15 dak. steril
edilen Lathyrus chrysanthus Boiss. tohumlarindan in vitro sartlarda gelisen
fideler
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Cizelge 4.1 Tohum yiizey sterilizasyonunda kullanilan farkli gamasir suyu dozu ve uygulama siirelerinin Lathyrus chrysanthus Boiss.’de in
vitro tohum g¢imlenmesi, fide gelisimi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru agirliklart ile gelisen fidelerin yapraklarinda
klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlar1 {izerine etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Cimlenme (%) Fide Gelisimi (%) Fide Boyu (cm) Kok Boyu (cm) Fide Yas Agirhign
Serbestlik Derecesi (9)
Kaynaklar
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. K.O. F

Doz 2 14.191 3.356 7.627 0.937 0.570 3.849" 1.719 5.735 0.001 4.930"
Siire 2 42912  10.148" 103.148 12.673"  1.428 9.651™" 2.327 7.764™ 0.001 8.556
Doz x Siire 4 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 3.70 0.000 3.70 1.000
Hata 18 4.229 8.139 0.148 0.300 0.000
Toplam 27

. . Klorofil a (ug klorofil/g Klorofil b (ug klorofil/g Toplam Klorofil ((ug
Varyasyon Serbestlik Derecesi | 0¢ Kuru Agirhg: (g) taze doku) taze doku) Klorofillg taze doku)
Kaynaklar

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Doz 2 2.69 7.653" 58926.830 7.135" 16641.718 9.054™ 44736.502 8.234™
Siire 2 1.96 5.568" 46708.493 5.655 9319.759 5.070" 29760.602 5.477"
Doz x Siire 4 3.70 0.011 77.075 0.009 68.519 0.037 15.567 0.003
Hata 18 3.520 8259.272 1838.081 5433.366
Toplam 27

"0.01 diizeyinde dnemli
“ 0.05 diizeyinde 6nemli



Cizelge 4.2 Tohum yiizey sterilizasyonunda kullanilan ¢amasir suyu dozu ve uygulama siiresinin Lathyrus chrysanthus Boiss.’de in vitro tohum ¢imlenmesi,
fide gelisimi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru agirliklart ile klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlar1 {izerine etkisi

Cimlenme (%) Fide Gelisimi® (%) Fide Boyu (cm) Kok Boyu (cm) Fide Yas Agirhg (g)
LSJggési 10 15 20 10 15 20 10 15 20 Ort. 10 15 20 Ort. 10 15 20 Ort.
S (dak)
j?
(@]
50 61.31 66.27 68.38 45.24 56.20 47.14 3.18 3.87 3.87 3.64a 4.89 5.88 5.60 5.46a 0.182 0.204 0.198 0.195b
75 64.22 69.17 7128 42.09 53.05 43.99 321 3.90 3.90 3.67a 521 6.20 5.92 5.78a 0.195 0.218 0.212 0.208a
100 60.23 65.18 67.29 43.42 5438 45.32 2.76 3.45 3.45 3.22b 4.35 5.33 5.06 4.91b 0.179 0.201 0.195 0.192b
ort. 61.92b 66.87a 68.98a 43.58b 54.54a 45.48b 3.05b 3.74a 3.74a 482b 5.80a 5.53a 0.185b 0.208a 0.202a
Fide Kuru Agirhg (g) Klorofil a (ug klorofil/g taze doku) Klorofil b (ng klorofil/g taze doku) Toplam Klorofil (ug klorofil/g taze
doku)
gi)ilgési 10 15 20 Ort. 10 15 20 Ort. 10 15 20 Ort. 10 15 20 ort.
S (dak.)
j?
o
50 0.031 0.034 0.034 0.033b 1122.05 1263.96 1172.24 1186.08a 48430 55287 521.66 519.61a 881.70  999.54 93471  938.65a
75 0.035 0.037  0.037 0.036a 1154.48 1297.89 1205.83 1219.40a 498.80 561.28 530.33 530.14a 907.62  1020.81 956.07 961.50a
100 0.033 0.036  0.036 0.035a 995.61  1139.07 1061.98 1065.59b 423.82  485.63 44342  450.95b 777.24  889.92 82157  829.57b
Ort. 0.033b 0.036a 0.036a 1090.71b 1233.67a 1146.68ab 468.97b 533.26a 498.47ab 855.52b 970.09a 904.12ab

! Fide gelisimi: Gelisen toplam fide sayisimn toplam ¢imlenen tohum sayisina orani.
2945 NaOCl igeren ticari camasir suyu dozu



Diger taraftan, %50°’lik camasir suyu 10 dak. uygulandiginda, tohum kabugunun sertligi
ve kalinligindan kaynaklanan fiziksel dormansi nedeniyle fidelerin iyi gelisemedikleri
gbzlenmistir. Bir bagka deyisle, %50’°lik camasir suyunun 10 dak. siireyle uygulanmasi,
tohum kabugunda gerekli yumugsamay1 saglamamis, kabuktan su girisinin sinirli olmast
nedeniyle de ¢imlenme ve fide gelisiminde istenen basar1 saglanamamistir. Metabolik
aktivitenin bir gostergesi olan doku su kapsami, %75’lik camasir suyunun 15 dak.
uygulamasi ile steril edilen tohumlardan gelisen fidelerde 0.181 g ile en yiiksek

degerine ulagsmustir.

Klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsaminda en yiiksek degerler %75’lik camasir
suyunun 15 dak. uygulamasindan 1297.89, 561.28 ve 1020.81 pg klorofil/g taze doku
olarak ol¢iilmiistiir. Diger taraftan, camasir suyu dozu %100’e ve uygulama siiresi de 20

dak. ¢ikarildiginda, tiim klorofil kapsamlarinda belirgin diisiisler gozlenmistir.

Bitki doku kiiltiirii caligmalarinda, ylizey sterilizasyonunda kullanilan ¢amasgir suyunun
yiksek dozlari, ¢imlenme, fide gelisimi ve dokularin canliligint olumsuz olarak
etkilerken (Hsiao ve Hans 1981, Hsiao ve Quick 1984, Yildiz ve Er 2002), diisiik
dozlar1 dokunun sterilizasyonunda etkisiz kalmaktadir (Yildiz ve Er 2002). Camasir
suyunun olumsuz etkileri, artan uygulama siiresiyle daha siddetli olmaktadir. In vitro
sartlar altinda uygulanan sterilizasyon islemi, dokuya zarar vermemek i¢in ¢amasir
suyunun en diisilk dozunun en kisa siire kullanilmasini amaglamaktadir. Dokunun
rejenerasyon kapasitesi, ¢camasir suyunun yiiksek dozu ve uzun uygulama siiresinden
olumsuz yonde etkilenmektedir (Allan 1991, Pierik 1987). Yildiz ve Er (2002), yiiksek
camagir suyu dozlarmin ketende (Linum usitatissimum L.) ¢imlenme ve fide gelisim

yiizdeleri ile hipokotil ve kok boylarinit nemli derecede diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

Dale (1988), dokuda yas agirlik artisinin su alimi ile hiicre biiyiimesi ve hiicre
duvarlarindaki genisleme sonucu ortaya ¢iktigini bildirmistir. Kuru agirlik artisi, hiicre
boliinmesi ve yeni madde sentezi ile yakindan ilgilidir (Sunderland 1960).
Aragtirmamizda %75’°lik ¢amasir suyunun 15 dak. siireyle uygulanmasi sonucu fide yas
ve kuru agirliklarinda en yiiksek sonuglarin alinmasi, yliksek metabolik aktivite

nedeniyle su ve suda c¢oziinmiis maddelerin besin ortamindan alimindaki artisa
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baglanabilir. %75’lik ¢amasir suyunun 15 dak. siireyle uygulanmasi sonucu fide
gelisiminde elde edilen yiiksek sonuclar, dokudaki yiiksek su kapsamina baglanabilir.
Nitekim, Yildiz ve Ozgen (2004) in vitro eksplant gelisimi ve fide olusumu iizerine

doku su kapsaminin 6nemli derecede etkili bulundugunu bildirmislerdir.

4.1.2 Farkh dezenfektan sicakliklarinin tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerine
etkisi

Tohum yiizey sterilizasyonunda en uygun ¢amagsir suyu dozu %75 ve uygulama siiresi
de 15 dak. olarak belirlendikten sonra farkli camasir suyu sicakliklarinin ¢imlenme ve
fide gelisim ylizdeleri, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru agirliklari, gelisen fidelerin
yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlari iizerine etkisi
belirlenmistir. 15 dak. uygulama siiresinde %75’lik c¢amasir suyu dozunun farkli
sicakliklarinin (25, 35 ve 45°C) Lathyrus chrysanthus Boiss. tohumlarinda in vitro
sartlarda ¢imlenme yiizdesi, kok boyu, fide yas ve fide kuru agirliklar ile klorofil a
kapsami iizerine etkisi 0.01 diizeyinde; fide gelisim yiizdesi, fide boyu, klorofil b ve
toplam klorofil kapsamlari {izerine etkisi 0.05 diizeyinde énemli bulunmus ve Varyans

analizi sonuglar ¢izelge 4.3’te, Duncan gruplandirmasi ¢izelge 4.4 te verilmistir.

45°C sicakliga sahip ¢amasir suyu ile yapilan tohum yiizey sterilizasyonu sonucu
incelenen tiim karakterlerde onemli diislisler gézlenmistir. Cimlenme ve fide gelisim
yiizdeleri, fide ve kok uzunluklari, fide yas ve kuru agirliklar ile klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil kapsamlar1 bakimindan en iyi sonuglar 35°C sicakliga sahip ¢amasir
suyu uygulamasindan alinmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.2). Cimlenme ve fide gelisim
yiizdeleri, camasir suyu sicakligt 45°C’ye ¢ikarildiginda, 67.76 ve 53.53 olarak
gerceklesmistir. Halbuki, 35°C’lik sicakliga sahip camasir suyu uygulamasinda
¢imlenme yiizdesi 88.74 ve fide gelisim yiizdesi ise 77.74 olarak belirlenmistir. 35°C
sicakliga sahip camasir suyu ile steril edilen tohumlardan gelisen fidelerin daha canli ve
bliylik olduklar1 goriilmistiir (Sekil 4.2). 35°C sicaklifa sahip ¢amasir suyu
uygulamasinda ortalama 6.77 cm olan fide boyu, 45°C’lik camasir suyu uygulamasinda
4.87 cm’ye gerilemistir (Cizelge 4.4). Bu durum embriyonun yiiksek camasir suyu

sicakligindan olumsuz etkilendigini gostermektedir.
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Cizelge 4.3 Tohum yiizey sterilizasyonu igin 15 dakika uygulanan %75’lik ¢amasir suyunun farkli sicakliklarinin Lathyrus chrysanthus
Boiss.’de in vitro tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, fide ve kok boylari, fide yas ve kuru agirliklar ile gelisen fidelerin
yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlar {izerine etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Cimlenme (%) Fide Gelisimi (%) Fide Boyu (cm) Kok Boyu (cm) Fide Yas Agurhign
Serbestlik Derecesi (@)

Kaynaklar

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. K.O. F
Sicaklik 2 216.076  31.859"  224.505 8.943" 6.378 6.958" 7.403 20.706™ 0.018  1279.589™
Hata 6 6.782 25.103 0.917 0.358 0.000
Toplam 8

Fide Kuru Agirhi: () Klorofil a (ug klorofil/g  Klorofil b (ug klorofil/g Toplam Klorofil ((ug
Varyasyon Serbestlik Derecesi giriigt (g taze doku) taze doku) klorofil/g taze doku)
Kaynaklar

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Sicaklik 2 0.000 14.000™ 133857.768 10.893™ 54270.203 4.248" 123433.035 6.097"
Hata 6 0.000 12288.962 12774.487 20244.430
Toplam 8

"0.01 diizeyinde dnemli
“ 0.05 diizeyinde 6nemli



Cizelge 4.4 Tohum yiizey sterilizasyonu igin 15 dakika uygulanan %75°lik ¢amasir suyunun farkli sicakliklarinin Lathyrus

chrysanthus Boiss.’de in vitro tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, fide ve kdk boylari, fide yas ve kuru agirliklart
ile gelisen fidelerin yapraklarinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlari lizerine etkisi

Sicaklik’
0) Cimlenme (%) Fide Gelisimi' (%) Fide Boyu (cm) Kok Boyu (cm) Fide Yas Agirhgi (g)
25 69.17 b 53.05b 3.90b 6.20 b 0.218¢
35 88.74 a 77.74 a 6.77 a 9.26a 0.370 a
45 67.76 b 53.53 b 487D 7.11b 0.323 b
Sicakhk? Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil
Fide Kuru Agirhg (g)
O (ng Klorofil/g taze doku) (ng Klorofil/g taze doku) (ng Kklorofil/g taze
25 0.037b 1297.89 b 561.28 ab 1020.81 ab
35 0.043 a 1546.14 a 760.61 a 1296.42 a
45 0.039b 1125.98 b 504.52 b 900.81 b

! Fide gelisimi: Gelisen toplam fide sayisinin toplam ¢imlenen tohum sayisina orani
2945 NaOCl igeren ticari camasir suyunun sicakligi



Sekil 4.2 %75’lik ¢amasir suyunun farkli sicakliklar1 (a. 25°C, b. 35°C ve c. 45°C)
ile 15 dakika steril edilen Lathyrus chrysanthus Boiss. tohumlarindan in
vitro sartlarda gelisen fideler
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Yildiz ve Er (2002), keten (Linum usitatissimum L.) tohumlarinin yiizey
sterilizasyonunda kullanilan %40°lik ¢amasir suyu sicakligmin 10°C’nin altinda
olmast durumunda, kiiltirde tohumdan kaynaklanan bakteriyel ve mantari
bulasikligin gozlendigini bildirmislerdir. Diger taraftan, ¢amasir suyu sicakliginin
10°C’nin iizerine ¢ikmasinin, tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi, hipokotil ve kok
uzunluklarinda belirgin diistilere neden oldugu, eksplantin rejenerasyon kapasitesini
onemli derecede azalttigi gézlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi, 30°C sicakliga
sahip %40’lik camasir suyunda 7.38 iken, 10°C sicakliktaki %40’lik g¢amasir
suyunda 23.40 olarak gerceklesmistir. 10°C’nin {izerindeki c¢amasir suyu
sicakliklarinda incelenen tiim karakterlerde ortaya ¢ikan diisiisiin nedeni, NaOCl’in
aktivitesindeki artig (Racoppi 1990) ve dezenfektanin tohum kabugundan daha kolay
gecisi (Schull 1920) olarak agiklanabilir.

Yaprak klorofil kapsami, bitki biiyiime ve gelismesinde onemli rol oynayan (Yang
vd. 2010) fotosentetik kapasitesinin bir gdstergesi (Emerson 1929, Pal ve Laloraya
1972, Wright vd. 1994, Nageswara vd. 2001) olup, dokudaki miktar1 stress sartlari
altinda degismektedir (Rensburg ve Kruger 1994, Kyparissis vd. 1995, Jagtap vd.
1998). Klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil kapsamlari bakimindan en yiiksek
degerler, 35°C sicakliktaki %75°lik ¢amasir suyu ile 15 dakika steril edilen
tohumlardan gelisen fidelerden elde edilmistir. Ancak, ayn1 dozdaki ¢amasir suyu
sicakligi  45°C’ye ¢iktiginda, tiim klorofil kapsamlarinda belirgin diisiisler

gozlenmistir.

4.1.3 Farkh dezenfektan sicakliklarinin gelisen fidelerin hiicre iskeleti iizerine
etkisi

Tohum yiizey sterilizasyonunda 15 dak. kullanilan %75°lik ¢amasir suyu dozunun
farkli sicakliklarinin gelisen fidelerin yapraklarinda mikroskop goriis alaninda hiicre
iskeleti lizerine etkileri incelenmistir. 15 dak. uygulama siiresinde %75’°lik camasir
suyu dozunun farkli sicakliklarmin (25, 35 ve 45°C) Lathyrus chrysanthus Boiss.
tohumlarindan in vitro sartlarda gelisen fidelerin yapraklarinda stoma eni, stoma

boyu, hiicre sayis1 ve hiicre boyu tlizerine etkisi 0.01 diizeyinde; stoma sayis1 ve hiicre
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eni iizerine etkisi de 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Varyans analiz sonuglari

cizelge 4.5’te, Duncan gruplandirmasi ¢izelge 4.6’da verilmistir.

Aragtirma sonucunda stoma ve hiicreye ait en yliksek sonuglar, 35°C sicakliga sahip
%75’lik ¢amasir suyu dozu ile 15 dak. steril edilen tohumlardan gelisen fidelerin
yapraklarindan elde edilmistir. 35°C’lik ¢amasir suyunda elde edilen yiiksek hiicre
sayis1, yiiksek hiicre boliinmesine baglanabilir. Diger taraftan, 45°C’lik camasir suyu
sicakliginin kullanildig1 uygulamalardan elde edilen diisiik hiicre sayis1 (24.92), stres
sartlar1 altinda hiicre boliinmesinin engellendigini gostermektedir (Doonan 2000)

(Cizelge 4.6).

Foard ve Haber (1961), gama radyasyonuna maruz birakilan bugday tohumlarindan
geligen fidelerin DNA sentezi, mitoz ve hiicre bdliinmesi olmaksizin biiyiidiiklerini
bildirmislerdir. Arastiricilara gore, hiicre boliinmesinin  olmadigr durumlarda,
aragtirmamizda 45°C’lik ¢amasir suyu sicakliginda gozlendigi gibi, hiicre boyunda
artiglar belirlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.3). Arastirmamizda elde edilen hiicre
boyunda, en yiiksek degerin 90.83 pum ile 45°C’lik ¢amasir suyu sicakliginda elde
edildigi goriilmektedir. Ayni sekilde en yiiksek hiicre alan1 2263.48 umz ile 45°C’lik
camagir suyu sicakliginda 6l¢lilmiistiir. Diger taraftan ayn1 sicaklikta hiicre sayisinda
ise 67.67 ile en diisiik deger elde edilmistir. Bu durum, bitkinin organ biiytikliigiinii
koruyabilmek i¢in hiicre boyutlarinda artisa giderek, hiicre sayisindaki azalmayi

telafi etmeye calistigini gostermektedir.
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Cizelge 4.5 Tohum yiizey sterilizasyonu i¢in 15 dakika uygulanan %75’lik ¢amasir suyunun farkli sicakliklarinin Lathyrus chrysanthus
Boiss.’de in vitro gelisen fidelerin yapraklarinda mikroskop goriis alanindaki hiicre iskeleti tizerine etkisine ait varyans

analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik Stoma Sayis1 Stoma Eni (nm) Storz:lamEioyu Hiicre Sayis1 Hiicre Eni (nm) Huc(ll"len];;oyu
Kaynaklari Derecesi

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Sicaklik 2 45.778 6.754" 53424 15764 59.299 49645 272.333 250107  6.771 6.414" 145924 27.576™
Hata 6 6.778 3.389 1.194 10.889 1.056 5.292
Toplam 8

™ 0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli



Cizelge 4.6 Tohum yiizey sterilizasyonu i¢in 15 dakika uygulanan %75’lik ¢amasir suyunun farkli sicakliklarinin Lathyrus chrysanthus
Boiss.’de in vitro gelisen fidelerin yapraklarinda mikroskop goriis alanindaki hiicre iskeleti {izerine etkisi

Stoma
Sicaklik! Stoma Sayisi Sto(r:re:l )Eni StorgflmB)oyu Stoal::n %lanl [SI/?Sdei . Hiicre Sayisi Hii(cl;'len ;*]ni Hﬁc(:fngoyu Hﬁt;em %lanl
100
25 27.00a 1250 a 19.50 a 243.75 24.32 84.00 a 26.83a 77.17b 2070.47
35 28.33a 15.08 a 20.33a 306.58 25.14 84.33a 27.67 a 81.58 b 2257.32
45 21.00b 6.83 b 12.25b 83.67 23.68 67.67 b 24.92b 90.83a 2263.48

! 945 NaOCl igeren ticari gamasir suyunun sicakligi
S, Birim goriis alanindaki stoma sayisi; E, Birim goriis alanindaki epidermis hiicre sayisi



Arastirmamizda bulunan sonuglar, stres altindaki bitkilerin yapraklarinda stoma ve
hiicre sayisinin daha az oldugunu bildiren Quarrie ve Jones (1977) ve Cutler vd.

(1977) ile benzerlik gostermektedir.

45°C sicaklikta, NaOCl tohumun amino asitleriyle kolayca reaksiyona girmekte ve
sonugta Kantouch ve Ardel-Fattah (1971) tarafindan bildirildigi gibi aciga yiiksek
miktarda CO, ¢ikmaktadir. Artan CO,, yapraklardaki diisiik stoma sayisinin temel
nedenidir (Woodward ve Bazzaz 1988) (Cizelge 4.6). Stoma yogunlugu ve sayisi ile
ilgili sonuglarimiz, artan CO, konsantrasyonunun stoma yogunlugu ve stoma
indeksinde diisiise neden oldugunu bildiren McElwain ve Chaloner (1995) tarafindan
da desteklenmektedir. 45°C sicaklikta gozlenen diisilk stoma eni, artan CO;
konsantrasyonu ve diisiik su icerigi nedeniyle kapanan stomalardan kaynaklanmistir
(Solomon vd. 1993). Diger taraftan, 35°C sicaklikta ortaya ¢ikan yiiksek stoma eni,
diisik CO, konsantrasyonu ve yiiksek su kapsami nedeniyle stomalarin agik

olmasindan ileri gelmistir.

4.2 Kotiledon Bogum ve Siirgiin Ucu Meristem Eksplantlarindan Siirgiin
Rejenerasyonu

Stirgilin rejenerasyonu i¢in 28 gilin sonunda gelisen fidelerden kotiledon bogum ve
stirglin ucu meristem eksplantlar1 izole edilmis, igerisinde farkli dozlarda BAP (0.25,
0.50, 1.00 ve 2.00 mg/l) ve NAA (0.05 ve 0.10 mg/l) iceren MS besin ortaminda
kiiltiire alinmigtir. Farkli rejenerasyon ortamlarmin steril Lathyrus chrysanthus Boiss.
fidelerinden izole edilen kotiledon bogum eksplantlarinin siirgiin rejenerasyonu
tizerine etkisi 0.05 diizeyinde; eksplant basina siirgiin sayisi, slirgiin uzunlugu ve
petride gelisen toplam siirglin sayist ilizerine etkisi 0.01 diizeyinde oOnemli
bulunmusgtur. Farkli rejenerasyon ortamlarmin steril Lathyrus chrysanthus Boiss.
fidelerinden i1zole edilen siirglin ucu meristem eksplantlarinin, silirglin rejenerasyonu,
eksplant basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve petride gelisen toplam siirgiin
sayist tizerine etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Varyans analiz sonuglari

cizelge 4.7°de, Duncan gruplandirmasi ¢izelge 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.3 %75’lik ¢amasir suyunun farkli sicakliklari (a. 25°C, b. 35°C ve c. 45°C)
ile 15 dakika steril edilen Lathyrus chrysanthus Boiss. tohumlarindan in
vitro sartlarda gelisen fidelerin yaprak st yiizeyinde mikroskop goriis
alaninda hiicre iskeleti. Bar = 30 pm
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Cizelge 4.7 Farkli rejenerasyon ortamlarinin steril Lathyrus chrysanthus Boiss. fidelerinden izole edilen kotiledon bogum
ve siirgin ucu meristem eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basmna siirglin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve petride gelisen toplam siirgiin sayis1 iizerine etkisine ait varyans analizi sonuglari

Kotiledon Bogum

Varyasyon SerbeSt“_k Siirgiin Rejenerasyonu Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu (cm) Petride Gelisen Toplam
Kaynaklan Derecesi (%) Siirgiin Sayisi g g Siirgiin Sayisi

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 7 398.725 2.815 1.424 10.984"™ 1.005 5.802" 193.137 16.264"
Hata 16 141.639 0.130 0.173 11.875
Toplam 23

Siirgiin Ucu Meristem

Varyasyon Serb95t|i_|< Siirgiin Rejenerasyonu Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu (cm) Petride Gelisen Toplam
Kaynaklar Derecesi (%) Siirgiin Sayisi g g Siirgiin Sayisi

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 7 142.093 5.635" 0.452 5.529" 0.688 15.660™ 13.786 5.805"
Hata 16 25.217 0.082 0.044 2.375
Toplam 23

" 0.01 diizeyinde dnemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli



Cizelge 4.8 Farkli rejenerasyon ortamlarinin steril Lathyrus chrysanthus Boiss. fidelerinden izole edilen kotiledon bogum ve
stirglin ucu meristem eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu ve
petride gelisen toplam siirgiin sayisi {izerine etKisi

Biiyiime
Diizenleyicileri Kotiledon Bogum Siirgiin Ucu Meristemi
(mg/l)
Siirgiin Eksplant  Siirgiin Petride Siirgiin Eksplant Siirgiin Petride Gelisen
Rejenerasyonu Basina Uzunlugu  Gelisen Rejenerasyonu  Basina Uzunlugu Toplam
BAP  NAA (%) Siirgiin (cm) Toplam (%) Siirgiin (cm) Siirgiin Sayis1
Sayis1 Siirgiin Sayis1
Sayis1
0.25 0.05 86.67 ab 3.01a 3.00a 31.00a 43.33 ab 1.87 ab 0.97 bc 7.67 abc
0.25 0.10 86.67 ab 2.93 ab 2.30 ab 25.33 ab 16.67 d 1.50 bc 0.60 cd 2.33d
0.50 0.05 93.33a 2.83b 2.07 bc 25.33 ab 43.33ab 2.22 a 193a 9.00 a
0.50 0.10 80.00 ab 3.00 ab 2.06 bc 24.00 b 40.00 abc 1.75ab 0.50d 6.67 abc
1.00 0.05 83.33ab 2.89ab 1.90 bed 24.00 b 40.00 abc 2.16 a 0.55d 8.33ab
1.00 0.10 60.00 bc 1.69c 1.65 bed 10.67 d 30.00 bc 2.00 ab 0.50d 533¢c
2.00 0.05 43.33¢c 1.63¢c 1.33cd 7.67d 26.67 cd 217 a 0.75 bcd 5.00 cd
2.00 0.10 80.00 ab 2.10c 1.16d 16.67 ¢ 50.00 a 1.10c 1.00b 5.67 bc




Kotiledon bogum eksplantlarinda en yiliksek degerler eksplant basina siirgiin
sayisinda 3.01 ve petride gelisen toplam siirgiin sayisinda 31.00 ile 0.25 mg/l BAP ve
0.05 mg/l NAA igeren besin ortamindan alinmistir (Sekil 4.4). Eksplant basina
stirgiin sayis1 ve petride gelisen toplam siirglin sayis1 bakimindan en diisiik degerler,
1.63 ve 7.67 adet ile 2.00 mg/l BAP ve 0.05 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde
edilmistir. En yliksek ve en diisiik sonuglarin alindigi besin ortaminda bulunan
bliylime diizenleyicileri konsantrasyonlarina bakildiginda, NAA’in her iki ortamda
da 0.05 mg/l dozunda kullanildig1 goriilmektedir. BAP ise, en yiiksek sonuglarin
alindig1 ortamda 0.25 mg/l dozunda kullanilirken, en diisiik sonuglarin alindig:
ortamda 2.00 mg/l dozunda kullanilmistir. Bu sonuclardan, siirgiin rejenerasyon
frekansinda belirleyici biiyiime diizenleyicisinin BAP oldugu goriilmektedir.
BAP’nin 0.25 mg/I’nin iizerindeki dozlari, eksplant basina siirgiin sayisi ve petride
gelisen toplam siirglin sayisinda onemli diisiislere neden olmustur. Sahin Demirbag
vd. (2008), yaygin miirdimiikte (Lathyrus sativus L.) yaptiklar1 calismalarinda,
kotiledon bogum eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu iizerine TDZ nin etkilerini
arastirmiglardir. Barik vd. (2004), kotiledon bogum eksplantlarini kullanarak yaygin
miirdiimiikte  siirgiin ~ rejenerasyonu  iizerine farkli  sitokininlerin  etkisini

arastirmiglardir.

Siirglin ucu meristem eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 ve petride gelisen
toplam siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar, 0.50 mg/l BAP ve 0.05 mg/l
NAA igeren MS besin ortamindan 2.22 ve 9.00 olarak alinmistir (Sekil 4.5). Eksplant
basina siirgiin sayisinda en diistik deger, 1.10 ile 2.00 mg/l BAP ve 0.10 mg/l NAA
iceren besin ortamindan alinmistir. Bu ortamda petride gelisen toplam siirgiin sayisi
5.67 olarak gerceklesmistir. Petride gelisen toplam siirgiin sayis1 bakimindan en
diisiik deger ise 2.33 ile 0.25 mg/l BAP ve 0.10 mg/l NAA igeren besin ortamindan
elde edilmistir. Bu ortamda eksplant basina siirgiin sayist 1.50 adet olmasina ragmen,
stirgiin rejenerasyonu 9%16.67 olarak gergeklestiginden, petride gelisen toplam
siirglin sayis1 diisiikk c¢ikmistir. En diisiik sonuglarin alindigi besin ortamlarinda

NAA’in 0.10 mg/l dozunda kullanildig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.4 Steril Lathyrus chrysanthus Boiss. fidelerinden izole edilen kotiledon
bogum eksplantlarindan 0.25 mg/l BAP ve 0.05 mg/l NAA igeren MS
besin ortaminda siirgiin rejenerasyonu

Sekil 4.5 Steril Lathyrus chrysanthus Boiss. fidelerinden izole edilen siirgiin ucu
meristem eksplantlarindan 0.50 mg/l BAP ve 0.05 mg/l NAA igeren MS
besin ortaminda siirgiin rejenerasyonu
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4.3 Kotiledon Bogum Eksplantlarindan Rejenere Olan Siirgiinlerin In Vitro
Koklendirilmesi

Kotiledon bogum eksplantlarindan rejenere olan siirgiinler, 2 MS iceren 5 farkli
ortamda koklendirmeye alinmis, 4 hafta sonunda gelisen bitkiciklerde koklenen

stirgiin ylizdesi, kok uzunlugu ve bitkicik uzunluklar tespit edilmistir.

Kotiledon bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinler, farkli dozlarda IAA (0.50 ve
1.00 mg/l) ve IBA (0.50 ve 1.00 mg/l) iceren ortamlarda kolendirmeye alinmistir.
Son muamelede siirgiinler, 50 mg/l IBA soliisyonunda 7 dak. bekletildikten sonra

koklendirmeye konulmustur.

Farkli koklendirme ortamlarinin  kotiledon bogum eksplantlarindan gelisen
stirglinlerde koklenen siirgiin yiizdesi, kok uzunlugu ve bitkicik uzunlugu {iizerine
etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Varyans analiz sonuglar1 ¢izelge 4.9°da,

Duncan gruplandirmasi ¢izelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.9 Farkli koklendirme ortamlarinin kotiledon bogum eksplantlarindan
gelisen siirgiinlerin kok uzunlugu ve bitkicik uzunlugu iizerine etkisine
ait varyans analizi sonuglari

Koklenen Kok Uzunlus Bitkicik
Varyasyon  Serbestlik  Siirgiin (%) ok Uzunlugu (cm) Uzunlugu (cm)
Kaynaklari Derecesi
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 4 266.549 6.218" 103.067 18.}88* 30.167 14.5
Hata 10 42.864 5.667 2.067 o

Toplam 14

“0.01 diizeyinde 6nemli

Tiim koklendirme ortamlarinda kiiltiire alinan siirglinlerde koklenen siirgiin yiizdesi,
kok uzunlugu ve siirglin uzunlugu bakimindan en yiiksek degerler, 0.50 mg/l IBA
iceren 2 MS ortamindan alinmistir. Bu ortamda kdklendirmeye konulan siirgiinlerin
tamami1 kok olustururken, kok uzunlugu 19.00 cm ve bitkicik uzunlugu da 12.00 cm

olarak gerceklesmistir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.10 Farkli koklendirme ortamlarmin kotiledon bogum eksplantlarindan
geligen siirgiinlerin kok uzunlugu ve bitkicik uzunlugu iizerine etkisi

Koklendirme Ortami Koklenen Siirgiin Kok Uzunlugu (cm) Bitkicik Uzunlugu
(%) (cm)

50 mg/l IBA igeren

soliisyonda 7 dak. 95.00 ab 5.00c 5.00 cd
bekletme

0.50 mg/l IAA 81.67c 9.00 bc 7.00 bc

1.00 mg/l IAA 95.00 ab 13.00 b 8.67b

0.50 mg/l IBA 100.00 a 19.00 a 12.00 a

1.00 mg/l IBA 90.00 be 5.33c¢ 4.00e
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Sekil 4.6 0.50 mg/l IBA iceren koklendirme ortaminda kdklenen siirgiin (solda —
bar= 4.0 cm) ve saksida geligen bitkicik (sagda)
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5. SONUC

Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin bitki 1slahinda kullanilabilmesi icin etkili bir
rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi gerekir. Sonunda siirgiin elde edilemeyen bir
doku kiiltiiri calismasmnin pratikte hicbir 6nemi yoktur. Bitki doku kiiltiirii
calismalarinda yiliksek siirgiin rejenerasyonu ilk hedeftir. Calisilan bitkiye ait
eksplanttan alinacak siirgiin sayisi, basariy1 dogrudan etkilemektedir. Yiiksek siirgiin
rejenerasyonu i¢in oncelikle galisilan bitkide en iyi tepkiyi veren eksplantin, daha
sonra da rejenerasyon ortamina konulacak bitki biiyiime diizenleyicilerinin en uygun
konsantrasyon ve kombinasyonunun belirlenmesi gerekir. Gerek siirgiin rejenerasyon
yiizdesi ve gerekse eksplant basina siirgiin sayis1 tek baslarina doku kiiltiirii basarisini
belirlemede yeterli degildir. Nitekim, bu iki parametreden birinin yiiksek, digerinin
diisiik olabilme ihtimali her zaman mevcuttur. Bu durumda her iki parametreyi de
biinyesinde barindiran farkli bir parametreye ihtiya¢ vardir ki, bu da petride gelisen
toplam siirgiin sayisidir. Bu parametre, siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve eksplant
basina siirgiin sayist parametrelerinin bir bileskesidir. Petride gelisen toplam siirgiin

sayisi arttik¢a, doku kiiltiirti basaris1 da ayni oranda artar (Yildiz vd. 2011).

Arastirmamizda, Lathyrus chrysanthus Boiss. bitkisine ait tohumlarin gosterdigi
fiziksel dormansi sodyum hipoklorit ¢ozeltileri ile ortadan kaldirilarak in vitro
sartlarda yliksek miktarda saglikli steril fide elde edilmesi basarilmistir. Gelisen
fidelerden izole edilen kotiledon bogum ve siirgiin ucu meristem eksplantlari, farkli
konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren MS besin ortamlarinda 4 hafta boyunca
kiiltiire alinmigtir. Eksplant basina siirglin sayist ve petride gelisen toplam siirgiin
sayist bakimindan en yiiksek sonuglar, kotiledon bogum eksplantlarinin 0.25 mg/I

BAP ve 0.05 mg/l NAA igeren besin ortaminda kiiltiire alinmasiyla elde edilmistir.

Bu tez ¢aligmasiyla bir miirdiimiik tiirii olan Lathyrus chrysanthus Boiss.’te siirgiin
rejenerasyon protokolii optimize edilmistir. Bu ise, bundan sonraki asama olan
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimimin ilk sartidir. Bundan sonraki
gen aktarim c¢aligmalart i¢in gerekli yontemlerin gelistirilerek dnce markoér ve sonra

da agronomik genlerin aktarilmasina ¢alisilmasi planlanmaktadir.
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