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BURCAKTA (Vicia ervilia (L.) Willd.) IN VITRO KOSULLARDA POLIPLOID
BiTKi ELDE ETME CALISMALARI
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Yiiksek Lisans Tezi, Ocak, 2022
Danisman: Prof. Dr. Sati UZUN

OZET

Bu calismada burgak (Vicia ervilia (L.) Willd) bitkisinde in vitro bitki rejenerasyonu ve
Kolsisin uygulamas ile poliploidi amaclanmistir. In vitro bitki rejenerasyonu elde
etmek amaciyla burgakta kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 farkli oranlarda 6-
benzilaminopurin (BAP), thidiazuron (TDZ) veya meta-Topolin (mT) ile 0.25 mg/L o-
naftalenasetik asit (NAA) igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir. Kiiltiir
baslangicindan 7-8 hafta sonra siirgiin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina
slirglin sayis1 ve siirglin uzunluguna ozellikleri belirlenmistir. Siirgiin ucu eksplantinda
stirgiin olusturan eksplant yilizdesi %75-100, kotiledon bogum eksplantinda ise %57.14-
95.85 arasinda saptanmustir. Siirglin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda en yiiksek
eksplant basina siirgilin sayilar1 sirasiyla 9.75 ve 15.51 adet 0.5 mg/L. TDZ+0.25 mg/L
NAA igeren ortamlarda saptamistir. En yiiksek siirglin uzunlugu degerleri ise siirgiin
ucunda mT igeren ortamlarda elde edilirken, kotiledon bogum eksplantinda sadece 1
mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren ortamlarda ol¢iilmiistiir. Elde edilen siirgiinlerde en
yiksek koklenme %9.7 ile 1 mg/l Indole-3 biitrik asit (IBA) iceren MS besin
ortamindan elde edilmistir. Kolsisin uygulamalari ise kat1 (%0.01 ve 0.02 Kolsisin; 3
ve 10 giin) ve siv1 besin (%0.001 ve 0.01 Kolsisin 1, 3 ve 6 giin) ortamlarinda
gerceklestirilmigtir. Artan Kolsisin dozlari ve uygulama siireleri siirgiin olusturan
eksplant sayisin1 diisiirmiistiir. Elde edilen siirgiinler koklendirilemedigi i¢in dis

kosullara aktarilamamuistir.

Anahtar Kelimeler: in vitro rejenerasyon, Kolsisin, kotiledon bogum, oksin, sitokinin,

Vicia ervilia,
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INVESTIGATIONS ON OBTAINING POLYPLOID PLANTS IN BITTER
VETCH (Vica ervilia (L.) Willd.) UNDER IN VITRO CULTURE CONDITIONS

Lokman KARAHASAN

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, January 2022
Supervisor: Prof. Dr. Satit UZUN

ABSTRACT

This study was conducted to obtain in vitro plant regeneration and polyploidy with in
vitro colchicine treatments in bitter vetch (Vicia ervilia L. Willd). For in vitro
regeneration in bitter vetch, cotyledon node and shoot tip explants were cultured in MS
medium containing different concentration of 6-benzylaminopurine (BAP), thidiazuron
(TDZ) or meta-topoline (mT) with 0.25 mg/L a-naphtalene acetic acid (NAA). Shoot
regeneration frequency, the number of shoots per explant and shoot length were
determined 7-8 weeks after the initiation of culture processes. The shoot regeneration
frequency in the shoot tip explant was between 75-100% and between 57.14-95.85% in
the cotyledon node explant. The highest shoot numbers per explant were determined in
media containing 0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA with 9.75 and 15.51 in shoot tip and
cotyledon node explants respectively. While the highest shoot lengths were obtained in
media containing mT at the shoot tips, it was measured in media containing only 1
mg/L mT+025 mg/L NAA in the cotyledon node explants. The highest rooting rate was
obtained from MS medium containing 1 mg/l indole-3-butyric acid (IBA) with 9.7%.
Colchicine treatments were carried out in solid (0.01 and 0.02% colchicine; 3 and 10
days) and liquid media (0.001% and 0.01 colchicine; 1, 3 and 6 days). Increasing
colchicine doses and application times decreased the rate of shoot regeneration. Since
the shoots could not be rooted, they could not be transferred to external conditions.

Keywords: auxin, colchicine, cotyledon node, cytokinin, in vitro regeneration, Vicia
ervilia
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GIRIS

Burcak bitkisi kurak sartlarda basariyla yetistirilen 6nemli tek yillik baklagil yem
bitkilerinden biridir. Bur¢ak 2n=14 kromozom sayisina sahip diploid kendine doéllenen
bir tiirdir (Livanios vd., 2018). Burgak tanesinde %21-28, kuru otunda ise %14.6-17.8
ham protein bulunmaktadir (Larbi vd., 2011). Burcak metabolik enerji (13.57 MJ/kg),
protein (%24), demir, bakir, potasyum, fosfor ve klor gibi mineraller bakimindan iyi bir
kaynaktir (Ayasan, 2010). Aminoasit profili, lizin bakimindan soya kiispesine yakindir,
enerji ve proteince iyi ve ucuz bir yem hammaddesidir (Ayasan, 2010). Burgak kuraga
olduk¢a dayanikli olup, diger kiiltiir bitkilerinin ekonomik olarak tariminin
yapilamadig1 alanlarda, kirecce fakir topraklarda, tasli, yamag¢ alanlarda tarimi
yapilabilmektedir (Balabanli, 1998). Ulkemizde Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu ve
Glineydogu Anadolu Bolgelerinde ¢iftcilerin  elinde yerel c¢esit niteligindeki
popiilasyonlar kullanilarak, geleneksel usullerle tarimi yiiriitilmektedir (Serin vd.,
1997). Burgagin ozellikle hasadi ve harmani olduk¢a zordur. Bitki kisa boyludur ve
makinali hasada uygun degildir. Bitkinin veriminin diisiik olmasi ve makinali hasada
uygun olmamasi nedeniyle tarimi giin gectikce azalmaktadir (Serin ve Tan, 2001; Elgi,
2005). Marjinal alanlarin degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir yem bitkisi olan burgak,
kuraga dayaniklilig1 yiiksek olmasi nedeniyle nadas alanlar1 i¢in de bir umut olabilir
(Serin vd., 1997). Cevre ve gida giivenliginin giin gectikge daha onem kazanmasi
ekstrem iklim ve toprak 6zelliklerinde yetistirilebilecek burcak bitkisini daha da 6nemli
kilmaktadir (Arslan, 2019). Burgak bitkisi ihmal edilmis ve gesit gelistirme ¢alismalari
maalesef ¢ok smirli sayida kalmis ve iilkemizde tescilli bir ¢esit heniiz

bulunmamaktadir.

Poliploidi, somatik hiicrelerde ikiden fazla kromozom takiminin bulunmasidir. Bir tiir
icerisinde genom sayisinin katlanarak artmasi otopoliploidi, farkl tiirlerin genomlarinin
bir araya gelerek katlanmasi allopoliploidi olarak tanimlanmaktadir. Dogada

poliploidizasyon olaylar1 bir¢ok kiiltiirii yapilan bitki tiirliniin ortaya ¢ikmasina neden



olmustur. Bugday, pamuk, patates, yonca gibi bitkiler buna 6rnek olarak verilebilir.
Diinyadaki tahil tiirlerinin %70’inin, hag ¢iceklilerin %42’sinin ve baklagillerin ise
%23 iiniin poliploid oldugu bildirilmektedir (Sehirali ve Ozgen, 2010). Poliploidler
dogal olarak ortaya ¢ikabildigi gibi yapay indiiksiyonun bir sonucu da olusabilmektedir.
Dogal poliploidler dogada cesitli etkilerle kendiliginden meydana gelmistir ve yiizyillar
boyunca evrimi ve tlirlesmeyi yonlendiren yavas ve kademeli bir siire¢ olmustur.
Poliploidlesme sonucunda angiospermlerde tiirlerin %]15'inin  olustugu tahmin

edilmektedir (Eng ve Ho, 2019’un Wood ve ark., 2009’dan aktarimai).

Ploidi seviyesi arttik¢a bitkilerde genellikle hiicre ve organlarda bir biiyiime ve bunun
sonucu olarak kuru madde veriminde artis olmaktadir. Bu fenomen, kromozomun ikiye
katlanmas1 sonucunda hiicrelerin biiyiikliglinlin arttigt  "giga" etkileri olarak
adlandirilmaktadir (Sattler ve vd., 2016). Poliploid bitkilerin genel olarak hiicreleri,
hiicre cekirdekleri ve bitki organlar1 diploidlerine oranla daha biiyiik olmaktadir.
Poliploid bitkilerin ayrica biyotik ve abiyotik stres kosullarina tolerans, iiriin kalitesinin
artmas1 gibi ozellikleri de bildirilmektedir (Dhooghe vd., 2011; Sattler vd., 2016;
Manzoor vd., 2019). Poliploid tiirlerin olumlu 6zellikleri nedeniyle ekonomik agidan
onemli bitkilerde yapay poliploidlerin tesviki 1slahgilar tarafindan oldukga arzulanan bir
husus olmustur (Dhooghe vd., 2011). Eng ve Ho, (2019)’ un bildirdigine gore 2018 yil1
itibariyle 3281 adet kaydedilmis mutant ¢esit bulunmakta ve bunlarin 46 tanesi Kolsisin
ile olusturulmus poliploid ¢esitlerdir. Poliploidler mitotik poliploidizasyon veya
mayotik poliploidizasyon mekanizmalar1 ile olusabilmektedir (Dhooghe vd., 2011).
Mitotik poliploidizasyonda kromozom katlanmasi somatik hiicrelerde yapilmaktadir.
Bitkilerin somatik kromozom sayilar1 fiziksel (1s1 soklar1 gibi) veya kimyasal
uygulamalar (Kolsisin, orizalin, trifluralin, pronamid ve amiproposmetil) ile
katlanabilmektedir (Sattler vd. 2016; Dabkeviciene vd. 2017).

Poliploidizasyon calismasina baglamadan o6nce polipliodinin indiiksiyonu, poliploid
bitki eldesi, poliploidlerin tanimlanmas1 ve poliploidlerin degerlendirilmesi ile ilgili
sistemlerin belirlenmesi gerekmektedir. Eng ve Ho (2019), ii¢ poliploidizasyon yontemi
bildirmektedir: In vitro, ex vitro ve in vivo sistemler. In vitro poliploidizasyon smirl
(kiictik), steril ve kontrol edilebilir bir alanda hizli poliploid elde etme kapasitesine
sahip oldugundan en fazla kullanilan yontemdir (Niazian ve Nalousi, 2020). Ayrica

farkli eksplant kaynaklarina (in vitro siirgiinler, tomurcuklar, doku ve hiicreler gibi)



uygulanabilme, diisiik 6liim orani, yiiksek katlanma orant ve miksoploid/kimera
yiizdesinin diisiik olmas1 gibi avantajlar1 da bulunmaktadir (Fu vd., 2019). Ilk in vitro
poliploidizasyon 1966'da Murashige ve Nakano tarafindan tiitiin bitkisinde
gerceklestirilmistir. Ozellikle 1990’lardan sonra bitki doku ve hiicre kiiltiirii calismalari
gelistikce, daha kontrollii ve standart bir ortam sundugu i¢in in vitro poliploidizasyon
oldukca fazla kullanilmaktadir (Sattler vd., 2016). Bir in vitro poliploidizasyon
protokolii birka¢ alt islemden olusur. Ilk islem, bitki materyaline anti-mitotik ajan
uygulamasidir. Daha sonra bir veya birden fazla cogaltim dongiisiinden sonra,

poliploidizasyonun etkinligi belirlenmesidir.

In vitro poliploidizasyon calismalarinda en yaygin kullanilan antimitotik ajan
kolsisindir. Kolsisin giiz ¢igdemi (Colchicum automnale) bitkisinden elde edilen dogal
bir alkaloittir. Kolsisin a- ve B-tubulin dimerlerine baglanarak hiicre dongiisiinde
mikrotubiil  polimerizasyonunu  inhibe  etmekte ve  boylelikle anafazda
kromozom/kromatid taginmasini dnlemektedir. Sitokinezde iki katina ¢ikan kromozom
sayisina sahip hiicrelerin olusumuna yol agmaktadir (Eng ve Ho, 2019). Antimitotik
ajan tipi kadar konsantrasyonu ve uygulama siiresi poliploidizasyon caligmalarinda
onemlidir. Diisiik konsantrasyon ve uygulama siiresi etkisiz kalirken yiiksek olmasi

bitkiler i¢in 6ldiiriicii olabilmektedir.

In vitro poliploidi ¢alismalar1 icin basarili etkili in vitro rejenerasyon sistemlerinin
bulunmasi oldukca 6nemlidir. Bu nedenle tek bir bitki hiicresinden organogenesis veya
somatik embriyogenesis ile rejenerasyon yontemleri 6nem kazanmistir. Bu yontemler
homojen poliploid bitkilerin gelisimini ve sitokimera olasiligini en aza indirebilmektedir
(Touchel vd., 2020). Organogenesis ve somatik embriyogenesis gibi rejenerasyon
sistemleri birgok tiirde poliploid bitki elde etmek amaciyla kullanilmistir (Eeckhaut vd.,
2004; Heping vd., 2008; Sakhanokho vd., 2009; Cai ve Kang 2011; Zhang vd., 2019).
Nodal segmentler ve siirgiin uglart in vitro poliploidizasyon calismalarinda en yaygin
olarak kullanilan dokular olarak bildirilmekle birlikte siirgiinler, fidecikler, tomurcuklar,
somatik ve zigotik embriyolar tohumlar ve yumru pargalar1 da eksplant kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Dhooghe vd., 2011; Touchel vd., 2020).

Yonca, ak tcgiil ve cayir iiggiilii gibi dogal olarak olusan tetraploid yem bitkisi

tiirlerinde, diploid atalarina goére artan biyokiitle ve yaprak boyutu gozlemlenmektedir.



Tetraploidlerdeki ozelliklerin bu dogal artisi, gelecek nesiller boyunca genetik
stabilitenin siirdiiriilmesi kosuluyla, ploid manipiilasyonunun bitki 1slahinda yararl bir
strateji olabilecegini diisiindiirmektedir. Birgok yem bitkisi tiirlinde ototetraploidlerden
basarili sonuglar alinmistir. Yapay otopoliploidlere ¢im tiirleri ve cayir iicgiilii 6rnek
olarak verilebilir (A¢ikgdz; 2001; Innes vd., 2020). Pusa Giant Berseem ve Blundell
Berseem-3 Iskenderiye iicgiilii ¢esitleri Hindistan’da gelistirilmis ve diploid
cesitlerinden daha yiiksek ot verimine sahip oldugu (Singh vd., 2019); Medicago
truncatula tek yillik yonca ¢esidi SULTAN-SU’dan gelistirilen tetraploid hatlarin
biomas verimlerinin ve yaprak alanlarinin diploit gesitten daha yiiksek oldugu (innes
vd., 2020); Trifolum pratense’de yeni gelistirilen bazi tetraploid populasyonlarda

verimin ve bitki boyunun daha uzun oldugu (Dabkeviciene vd., 2016) bildirilmektedir.

Daha 6nce bircok tiirde poliploidi optimizasyon protokolleri gelistirilmesine ragmen
genellikle gelistirilen yontemlerin oldukga tiire 6zgii oldugu goriilmektedir (Nair, 2004;
Dabkeviviene vd., 2017; Juliao vd., 2020). Poliploidizasyon i¢in uygun bir yontemin
gelistirilmesi Kolsisin konsantrasyonun, uygulama siiresinin, eksplant tipinin, uygulama
yonteminin ve kullanilan rejenerasyon metodunun en uygun kombinasyonunu elde
etmeyi gerektirir (Juliao vd., 2020). Bu nedenle, indiiksiyonun basarisi, her prosediiriin
her bir asamada gerceklestirilme sekline ve her bir adimin dogru etkilesimine baghdir.
Bu calisma kapsaminda burcak bitkisinde in vitro bitki rejenerasyonu ve farklh
eksplantlara Kkolsisine dozlari, uygulama siireleri ve yontemleri kullanilarak poliploid

bitkilerin elde edilmesine yonelik ¢alismalarin yiiriitiilmesi amaglanmaistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. in Vitro Bitki Rejenerasyonu

Sancak (1999) koca figde olgunlasmamis kotiledon ve embriyo ekseni eksplantlarinda
degisik oranlarda BAP ve NAA dozlarinin siirgiin rejenerasyonuna etkisini incelemistir.
Calismada olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 1
mg/L BAP ve 1 mg/L NAA igeren ortamdan elde edilirken, olgunlasmamis embriyo
eksenlerinde 2 mg/L BAP ve 2 mg/L NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Genel
olarak, olgunlagsmamis kotiledonlarin siirgiin rejenerasyon kapasitesi olgunlasmamis

embriyo eksenlerinden daha yiiksek bulunmustur.

Sancak vd. (2000) macar figinde (Vicia pannonica) olgunlasmamis embriyo
eksplantlarmin BAP ve NAA igeren MS besin ortaminda rejenerasyon kapasitelerini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda elde edilen sonuglara gore olgunlasmamis
kotiledonlarda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu olusumu 20 uM BAP ve 2.5 uM NAA
iceren ortamdan elde edilirken, olgunlasmamis embriyo eksenlerinde 5 uM BAP ve 5
uM NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Eksplantlar arasinda olgunlagmamis embriyo
eksenlerinin siirgiin rejenerasyon kapasitesi olgunlagsmamis kotiledonlardan yiiksek
bulunmustur. Geligen siirglinler 1/2 MS ve 5 uM IBA igeren ortamda basarili bir sekilde

koklendirilmistir.

Cogii vd. (2003) sekiz farkli yaygin fig ¢esidinde olgunlasmamis embriyo eksenlerinde
en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu %95 ile Kubilay ¢esidinden 4 mg/L BAP ve 0.25
mg/L NAA igeren besin ortamindan elde edildigini bildirmislerdir. En yiiksek
rejenerasyon Kubilay cesidinden elde edilirken en diisiik Karael¢i ¢esidinden elde

edilmistir. Olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinda ise hig siirgiin rejenerasyonu elde



edememislerdir. Kubilay ¢esidinde elde edilen siirgiinleri 2.5 mg/L IBA igeren MSO

besin ortaminda koklendirmislerdir.

Erdogan vd. (2004) burcak bitkisinde kotiledon bogum eksplantlarin1 farkli oranlarda
TDZ veya BAP ve NAA igeren MS besin ortaminda kiiltiire almislardir. Siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisinda biiylime diizenleyici X
hat interaksiyonu istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi %25.30-100; eksplant basina siirglin sayis1 ise 1-15.7 adet arasinda degisim
gostermistir. Eksplant basina en fazla siirgiin sayisini hat 7°de 15.7 adet ile 4 mg/L BAP
ve 0.25 mg/L NAA igeren besin ortamindan elde etmislerdir. Yedi numarali hatta elde
edilen siirgiinler koklendirmeye alinmis ve en yiiksek koklenme oranini (%100) ve

slirglin bagina ortalama kok sayisini (6 adet) 2 mg/L IBA igeren ortamda belirlenmistir.

Erdogan vd. (2005) alt1 farkli burgak hattinda olgunlasmamis embriyo eksplantlarini
(kotiledon ve embriyo ekseni) degisik oranlarda TDZ iceren MS besin ortaminda
kiiltiire almislardir. En yiiksek eksplant bagina en fazla siirgiin sayisi olgunlasmamis
embriyo eksplantinda 22 adet ile 12 numarali hatta 1.25 mg/L TDZ; olgunlasmamis
kotiledon eksplantinda ise 21.33 adet ile 8 numarali hatta belirlenmistir. Gelisen

stirgiinleri daha sonra, 2 mg/L IBA igeren MSO ortaminda koklendirilmistir.

Kendir vd. (2009) koca fig (Vicia narbonensis L.)’de kotiledon bogum, siirgiin ucu ve
zigotik embriyo eksplanlarinda 0.25-1 mg/L BAP igeren MS besin ortaminda
mikrocogaltim amaclamiglardir. En yiiksek eksplant basma siirgiin sayis1 4.42 ile
kotiledon nod eksplantindan elde edilirken bunu 3.40 ve 3.54 ile siirgiin ucu ve zigotik
embriyo eksplantlar1 takip etmistir. Ortalama siirgiin uzunlugu 3.17-4.61 cm arasinda
degisim gostermis olup en yiiksek 0.25 mg/L BAP igeren besin ortamindan elde
edilmistir. 0.5 mg/L MS besin ortaminda %65 oraninda koklenme elde edilmistir.

Aasim vd. (2011) tiyli fig (Vicia villosa Roth) bitkisinde tohum eksplantlar1 TDZ ve
IBA igeren besin ortamlarinda kiiltiire almislar. Eksplant basina en fazla siirgiin sayisi
28.6 adet ile 0.20 mg/l TDZ-0.10 mg/l IBA igeren ortamda saptanmistir. Siirgiin
rejenerasyon frekanst %45.83-75.00 arasinda belirlenmistir. Besin ortamindan TDZ
miktarinin artmasi ile siirgiin uzunlugunda bir azalis kaydedilmistir. Gelisen siirglinler
koklendirme i¢in 50 mg/l IBA igeren ortamda 5, 10 ve 20 dak bekletilmis ancak

koklenme gerceklesmemistir.



Aasim (2012) adi figde (Vicia sativa) in vitro bitki rejenerasyonu amaciyla
olgunlasmamis kotiledonlar1 kullanmislardir. Eksplantlar 0.05-0.80 mg/l TDZ-0.10 mg/I
IBA iceren ortamda kiiltiire alinmistir. Siirglin rejenerasyon frekansi (%) ve eksplant
basina siirgiin sayist sirasiyla %25.0-58.33 ve 8.33-19.33 adet olarak belirlenmistir. En
yiikksek slirglin rejenerasyonu %58.33, eksplant basina siirgiin sayist ve siirgiin
uzunlugu 19.33 adet ile 0.20 mg/l TDZ-0.10 mg/l IBA igeren MS ortaminda
kaydedilmistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu degeri 5 cm ile esit miktardaki TDZ-IBA
iceren ortamda belirlenmistir. ~ Siirgiinlerin  biliyiik kismi rejenerasyon ortaminda
koklenmistir koklenmeyen siirgiinler ise 1 mg/L IBA iceren besin ortaminda %50

oraninda koklenmistir.

Kumari vd. (2018) nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinde TDZ uygulamalarinin bitki
rejenerasyonuna etkilerini incelmislerdir. Bu amagla iki farkli deneme yiiriitmislerdir.
Ik denemede tohumlar 15, 20 ve 25 uM TDZ ile 6n uygulamaya alinmis, ikinci
denemede ise TDZ 6n uygulamast yapilmamistir. TDZ uygulanmis ve uygulanmamis
tohumlardan aksiler meristemler siirgiin olusumu amaciyla 4 uM TDZ igeren/igermeyen
ortamlarda kiiltiire alinmistir. En yiiksek bitki rejenerasyonu (%69), eksplant basina
stirglin sayist (20.66 adet) ve koklenme 20 uM TDZ 6n muamelesinden sonra siirglin
olusturma ortaminda TDZ icermeyen uygulamalardan elde edilmistir. Sonug¢ olarak
nohut bitkisinde sadece TDZ 6n uygulamasi sonucunda etkili bir siirgiin rejenerasyonu

ve koklenme saptanmustir.

Kumari vd. (2021) nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinin aksiller meristem, plumular
stirglin ucu ve hipokotil eksplantlarindan 0 ve 20 uM TDZ 6n uygulamalari ile siirgiin
olusturma ortaminda 4 pM TDZ igeren ve igermeyen ortamlarda rejenerasyonunu
incelemislerdir. En yiiksek slirgiin rejenerasyonu %71.33 ile tohuma 20uM TDZ
uygulamas: sonucu TDZ icermeyen ortamda siirgiin rejenerasyonuna alinan aksiller
meristem eksplantinda elde edilmistir. Ayni1 uygulamada plumular siirgiin ucunda
%354.33 siirgiin rejenerasyonu belirlenmistir. Hipokotillerde ise hi¢ rejenerasyon

saptanmamigtir.
1.2. In Vitro Kolsisin Uygulamalar

Heping vd. (2008) Dioscorea zingiberensis’ten elde ettikleri kalluslar1 ilk yontemde 0.5
mg/L BAP, 10, 20, 40 ve 80 mg/L Kolsisin i¢eren katt MS ortaminda 25 giin 25 °C’de



16 saat fotoperyotta 1200 liiks 151k siddetinde bekletmislerdir. ikinci yontemde ise %0.3
kolsisin soliisyonunda 4, 8, 12, 16, 20, 24 veya 30 saat bekletilen kalluslar1 0.2 mg/L
BAP iceren kati MS besin ortaminda rejenerasyona birakmiglardir. En fazla sayida
tetraploid bitki %0.3 Kolsisin soliisyonunda 16 saat bekletilen kalluslardan elde

edilmistir.

Cai ve Kang (2011) Populus pseudo-simonii'nin yaprak eksplantlarini, 0, 6 ve 12 giin
boyunca 1.78 uM BA ve 1.08 uM NAA ig¢eren MS besin ortaminda kiiltiire aldiktan
sonra 1, 2 ve 3 giin 25, 50 ve 75 uM Kolsisin igeren s1ivi MS ortaminda bekletmislerdir.
En fazla tetraploid indiiksiyon etkinligi, 6 giin boyunca on kiiltiire edilmis ve daha sonra
3 glin boyunca 50 uM Kolsisin igeren sivi besin ortaminda bekletilmis yaprak

eksplantindan elde edilmistir.

Dhooghe vd. (2011) in vitro poliploid bitki indiikksiyonunda bitkicik, siirgiin,
tomurcuklar, siirglin uglari, bogumlar, tohum, embriyo, kallus, somatik embriyo ve
hiicre stispansiyon Kkiiltlirleri gibi farkli eksplantlarin kullanilabildigi yapilan farkli

calismalardan derlenmistir.

Germana (2012) yapay poliploidizasyon, kolsisin, orizalin, trifluralin, pronamid ve

amiproposmetil (APM) gibi antimitotik ajanlarla indiiklenebilecegini bildirmektedir.

Dabkeviviene vd. (2016) Trifolium pratense ve Trifolium hybridum’da farkli
antimitotik ajanlarinin ve poliploidizasyon yontemlerinin etkisini incelemislerdir.
Cimlenen tohumlarinin Kolsisin ¢6zeltisinde geleneksel 1slatilmasinin etkisi, in vitro
kiiltiirde embriyolarin Kolsisin ile muamelesi ile karsilastirilmistir. T. pratense’de
embriyolara kolsisin uygulamasinda, fidelere kolsisin uygulamasina oranla 3.3 kat daha
fazla tetraploid bitki elde edilmistir. T. pratense’de Kolsisin, amiprophos-metil ve

oryzalin ayn1 sonuglar1 verirken, T. hybridum’da Kolsisin daha iyi sonuglar vermistir.

Dabkeviviene vd. (2017) Lolium multiflorum, L. perenne ve Festuca pratensis’te
yuriittikkleri denemede in vitro da ¢imlendirdikleri embriyolara Kolsisin, amiproshos-
metil, trifluralin ve oryzalin uygulamislardir. En etkili anti-mitotik ajanin Kolsisin
oldugunu ve elde edilen autotetraploid F. pratensis bitkilerinin yiiksek kuru madde ve

tohum verimi ile yeni ¢esit gelistirmede kullanilabilecegini bildirmislerdir.



Talebi vd. (2017) Agastache foeniculum’da 5000, 12500 ve 17500 uM Kkolsisin; 10, 50,
ve 100 uM orizalin ve trifluralinin poliploid indiiksiyonu iizerine etkilerini incelemistir.
Apikal meristemler, tohumlar ya da fideler 6, 12, ve 24 saat siireyle antimitotoik
ajanlarla muamele edilmistir. Farkli antimitotoik ajanlarin canlilik orani {izerine etkisi
onemli bulunmustur. Artan antimitoik ajan miktarinda canlilik orani diigsmiistiir. Tohum
uygulamalarinda maksimum tetraploid oran1 100 uM oryzalin uygulamasindan elde
edilirken apikal meristem ve fidelerde 17500 uM Kolsisin ve 50 uM trifluralin

uygulamalarinda elde edilmistir.

Grosso vd. (2018) Dendrobium hibritlerinde protokorm benzeri yapilar1 %0, 0.025,
0.05 ve 0.075 Kkolsisin igeren sivi besi ortaminda 3, 10 ve 21 gilin siireyle
bekletmislerdir. Arastirma sonucunda %0.075 Kolsisin igeren ortamda 3 giinliik

uygulama sonucunda %80 tetraploid bitki orani elde etmislerdir.

Eng ve Ho (2019) poliploidi indiiksiyonunda kolsisin konsantrasyonu ve uygulama
stiresinin  olduk¢a Onemli oldugunu ve genellikle Kolsisinin %0.05-1 araliginda
uygulama metoduna gore degismekle birlikte 1 saatten birka¢ haftaya kadar
uygulanabilecegini, indiiksiyon asamasinda onemli olan Kolsisinin hiicre ¢ekirdegine
girmesi ve tubulinlere baglanmasi oldugunu ifade etmislerdir. Eng ve Ho (2019)
Kolsisin bitkilerde kromozom katlamasi amaciyla en yaygin kullanilan antimitoik
mutagen oldugunu, Kolsisinin a- ve B-tubilin dimerlerine baglanarak hiicre dongiisiinde
mikrotubul  polimerizasyonunu  inhibe  ettigini ve  bdylelikle anafazda
kromozom/kromatid taginmasini onledigini ve bdylelikle sitokinezde iki katina ¢ikan

kromozom sayisina sahip hiicrelerin olusumuna yol a¢tigin1 bildirmektedir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitki Materyali

Calismada Usak yoresinde yaygin olarak tarimi yapilan yerel popiilasyon materyal
olarak kullanilmistir. Rejenerasyon denemesinde kotiledon bogum ve siirgiin uglari

eksplant kaynagi olarak kullanilmigtir.
2.2. Caliymada Kullanilan Besin Ortamlari ve Bitki Biiyiime Diizenleyiciler

MSO besin ortami: Murashige ve Skoog (1962) makro-mikro elementleri ve
vitaminlerini igeren 30 g/L sukroz ilaveli 7 g/L agar ile katilagtirilmis ortam (Duchefa
M0222; Tablo 2.1.).

Bitki Biiyiime Diizenleyiciler (BBD) ve Saklanma Kosullari: Calismada sitokinin
olarak TDZ (Thidiazuron), BAP (6- Benzilaminopurin) ve mT (meta-Topolin); oksin
olarak ise NAA (a-naftalinasetik asit) ve IBA (Indole-3 biitirik asit) kullanilmigtir. Bu
bliylime diizenleyiciler uygun soliisyonlarda c¢oziindiikten sonra uygun sicaklik

kosullarinda saklanmigtir (Tablo 2.2.).
2.3. Genel Doku Kiiltiirii Sartlan

Ortamlar bidistile su kullanilarak hazirlanmistir. Steril kabinin dezenfeksiyon islemleri
%70’1ik teknik etil alkol, kullanilan pens ve bisturinin sterilizasyonu %70’lik teknik etil
alkol ve bunzen beki alevi kullanilmistir. Saf su, besin ortamlarin ve ¢alismada
kullanilan alet ekipmanin sterilizasyonu otoklav  kullanilarak 1.5 atmosfer basing
altinda, 121 °C’de 20 dakika silirede yapilmistir. Istya dayanikli olmayan bitki biiyiime
diizenleyiciler ise filtre sterizasyonu yapilmistir. Tiim steril ¢alismalar hepa filtreli steril
kabin (Niive L120) icerisinde gerceklestirilmigtir. Tiim besin ortamlarinin pH’st 1 N
NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 5.5 ile 5.8 arasinda ayarlanmistir. Calismada kiiltiiler



16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyotta, 24+2°C’de ve 5000 liikks 1s1k yogunlugunda

blytitilmiistiir.
Tablo 2.1. MS besin ortaminin igerigi

Icerik Miktar (mg/L)
Makro elementler
CaCl, 332.02
KH2PO, 170.00
KNO3 1900.00
MgSO, 180.54
NH;NO3 1650.00
NaH,PO4 --
(NH4),SO,4 --
(NHz)H.PO, --
Mikro elementler
CoCl2.6H20 0.025
CuS04.5H20 0.025
FeNaEDTA 36.70
H3BO3 6.20
Kl 0.83
MnSO4.H20 16.90
Na2Mo04.2H20 0.25
ZnS04.7H20 8.60
Vitaminler
Glycine 2.00
Myo-inositol 100.00
Nikotinik asit 0.50
Pyridoksin HCL 0.50
Thiamine HCL 0.1

https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media, Murashige

ve Skoog, 1962

Tablo 2.2. BBD saklanma kosullar1 ve ¢6ziiciileri

Bitki Biiyiime Diizenleyici

Saklama kosullari

Coziiciiler/Sterilizasyon

BAP +4 1N NaOH/otoklav
Sitokininler TDZ -20 DMSOffHiltre sterilizasyonu
mT -20 1N NaOH/filtre sterilizasyonu
NAA +4 1N NaOH/otoklav
Oksinler
IBA +4 1N NaOH/otoklav




12

2.4. Tohumlarin Sterilizasyonu

Calismadi kullanilan burcak tohumlar1 ayiklandiktan sonra %350 ticari ¢camasir suyu
cozeltisinde 15 dakika siireyle manyetik karistirict {izerinde karistirilarak —steril
edilmistir. Tohumlar sterilize isleminden sonra 3 kez ilki 5 dakika olmak tizere saf su ile
durulanmistir. Steril edilen tohumlar MSO besin ortamina her petri kabina 20 adet

olarak ekilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Cimlenen Vicia ervilia tohumlari

2.5. In vitro Kiiltiirlerin Olusturulmasi

In vitro siirgiin rejenerasyonu amaciyla MSO besin ortamlarma ekilen tohumlarin 5-7
giin sonunda olusan fidelerin siirglin ucu ve kotiledon bogum kisimlar1 eksplant olarak
olarak kullanilmistir. Eksplantlar BAP (0.5, 1, ve 2 mg/L), TDZ (0.25, 0.5, 1 ve 1.5
mg/L), mT (1, 2 ve 4 mg/L) sitokininlerinin farkli konsantrasyonlarini veya 0.25 mg/L
ile kombinasyonlarin1 igceren MSO besin ortaminda kiiltiire almmigtir. Kiiltiir

baslangicinda 7-8 hafta sonra siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda siirgiin
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olusturan eksplant sayisi, eksplant basma silirgiin sayisi ve siirgin uzunlugu

belirlenmistir.
2.6. Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenerasyon sonucunda elde edilen siirglinlerin dl¢im iglemlerinin sonrasinda
koklendirme islemi i¢in iki farkli uygulama yapilmistir. Birinci uygulamada 0.5, 1 ve 2
mg/L IBA, 30 g/L seker, 7.5 g/L agar i¢ceren MS ortaminda koklendirme islemi
gerceklestirilirken, ikinci uygulamada 1 mg /L IBA oksin kaynagi olarak belirlenmis,
tam MS, yarrm MS ve 1 g/L aktif karbon uygulamasi yapilmistir. Kok olusturan
stirgiinler sayilarak kok olusturan siirgiin yilizdesi hesaplanmistir (Sekil 2.2 ve 2.3).

Sekil 2.3. IBA ve aktif karbon uygulamasinda koklenen Vicia ervilia



14

2.7. Eksplantlara Kat1 Ortamda Kolsisin Uygulamasi

MSO besin ortamlarina ekilen tohumlardan 7 giin sonunda elde edilen bitkilerden
poliploid bitki elde etmek amaciyla kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 %0.01
ve 0.02 kolsisin ve 1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA igeren kat1 MSO besin ortamlarinda 3
ve 10 giin siireyle kiiltiire alindiktan sonra Kolsisin igermeyen kati besin (1 mg/L
BAP+0.25 mg/L NAA igeren MSO ortami) ortamina aktarilmistir (Sekil 2.4 ve 2.5).

Sekil 2.5. Siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda % 0.02 kolsisin uygulamasi
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2.8. Eksplantlara Sivi Ortamda Kolsisin Uygulamasi

MSO besin ortamlarina ekilen tohumlardan 7 giin sonunda elde bitkilerden poliploid
bitki elde etmek amaciyla kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 %0.001 ve 0.01
kolsisin, 1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA igeren sivi MS besin ortamlarinda 1, 3 ve 6 giin
stireyle kiiltiire alindiktan sonra steril saf su ile durulanarak kolsisin icermeyen kati
besin ortamina (1 mg/L BAP+0.25 mg/L. NAA igeren MSO ortami) aktarilmistir (Sekil
2.6a ve b).

Sekil 2.6. Kolsisine uygulamasi sonrasinda eksplantlar

a. Siirgiin ucu eksplanti, b. Kotiledon bogum eksplanti

2.9.Verilerin Degerlendirilmesi

Stirglin ucu ve kotiledon bogumlarin eksplant olarak kullanildigi denemeler tesadiif
parselleri deneme deseninde 2 faktorli (10 farkli ortam ve 2 farkli eksplant) olarak
kurulmugtur. Denemeler her tekerriirde 7 eksplant olacak sekilde 4 tekerriirlii
yiriitiilmiistir. Koklendirme denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore 3
tekerriirlii ve her tekerriir 28 eksplant icerecek sekilde yiiriitiilmiistiir. Yiizde olarak elde
edilen verilere varyans analizinden o6nce ‘“arcsin” transformasyon uygulanmistir.
Denemelerde elde edilen verilerin SPSS 16.0 paket programi yardimiyla bilgisayarda
varyans analizleri yapilmistir. Uygulamalar arasindaki farklar %5 olasilik diizeyine

gore Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile ortaya ¢ikarilmistir.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. In Vitro Siirgiin Rejenerasyonu

Burcakta siirgiin rejenerasyonu basarisini belirlemek amaciyla yiiriitillen caligmada
cimlendirilen burgak tohumlarindan elde edilen fidelerden kotiledon bogum ve siirgiin
ucu eksplantlar1 BAP, TDZ ve mT iceren MSO besin ortaminda 7-8 hafta siireyle
kiiltiire alinmistir. Denemede siirgiin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina siirgiin

sayis1 ve siirglin uzunluklarma ait 6l¢timler yapilmistir (Sekil 3.1a, b, c, d, e, f).
3.1.1. Siirgiin olusturan eksplant yiizdesi

Kotiledon bogum ve siirglin ucu eksplantlarinda farkli sitokinin konsantrasyonlar1 ve
oksin kombinasyonlarinin siirgiin olusturan eksplant yilizdesine etkisine ait varyans
analizi sonuglart Tablo 3.1°de verilmistir. Varyans analizi tablosu incelendiginden
stirgiin olusturan eksplant yiizdesi tizerine eksplant ve sitokinin X eksplant
interaksiyonunun etkisi %1 diizeyinde onemli bulunurken, sitokininlerin etkisi %5

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

En yiiksek siirgiin olusturan eksplant yiizdesi siirgiin ucu eksplantinda %100 ile 0.5 ve 1
mg/L BAP, 0.5 ve 1 mg/L TDZ, 1, 2 ve 4 mg/L mT igeren besin ortamlarindan elde
edilirken; en disiik %75 ile 0.25 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA igeren ortamdan elde
edilmistir. Kotiledon bogum eksplantinda ise en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %
92.85 ile 1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA igeren ortamlardan, en diisiik ise %57.14 ile 2
mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Siirgiin ucu eksplantinin
sirgiin rejenerasyonu ortalama %295.71, kotiledon bogum eksplantinin ise %79.64

olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.1. Burgakta farkl sitokinin konsatrasyonlari ve oksin kombinasyonlarinin
stirglin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda siirgiin olusturan eksplant
yiizdesine etkisine ait varyans analizi tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler

Kaynaklan Kareler Toplami| Derecesi Ortalamasi F

Sitokinin 2774.867 9 308.319 2.274*

Eksplant 6240.141 1 6240.141 46.033**

Sitokinin x Eksplant 4305.855 9 478.428 3.529**

Hata 8133.555 60 135.559

Genel 21454.417 79

Transformasyon degerlerine yapilan varyans analizidir.

Tablo 3.2.

*0.05 diizeyinde, ** 0.01 diizeyinde 6nemlidir

Burgakta farkli sitokinin konsantrasyonlari ve oksin kombinasyonlarmnda

stirgin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarindan elde edilen siirgiin
olusturan eksplant yilizdesine ait ortalama degerler (%)

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Eksplantlar
Siirgiin ucu Kotiledon Bogum Ortalamalar
0.5 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 85.71 (74.22) a 92.86 (82.11)
1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 92.85(78.89) a 96.43 (84.45)
2 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 96.43 (84.45) a 82.14 (68.29) ab 89.28 (76.37)
0.25 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 75 (63.62) b 85.72 (63.62) abc 80.36 (68.73)
0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 85.71(70.82) a 92.86 (80.41)
1 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 71.43 (61.48) abc 85.71 (75.74)
15mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA | 85.71(70.82)ab | 85.71(67.79) ab 85.71 (69.30)
1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 89.29 (76.37) a 94.64 (83.19)
2 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 57.14 (49.29) c 78.57 (69. 65)
4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 100 (90) a 60.71 (51.25) bc 80.36 (70.63)

Ortalamalar 95.71 (84.89) 79.64 (67.23)

Aynt stitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Siirglin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu
Kotiledon eksplant1 1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren ortam, b. Siirgiin
ucu eksplanti 4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren ortam, c¢. Siirgiin ucu
eksplanti 0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA igeren ortam, d. Kotiledon
eksplantt 1 mg/LL TDZ+0.25 NAA igeren ortam, e. Kotiledon eksplant1 1

mg/L BAP+0.25 mg/L NAA igeren ortam, f. Siirgiin ucu 1 mg/L
BAP+0.25 mg/l NAA igeren ortam.
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3.1.2. Eksplant basina siirgiin sayisi

Farkl1 sitokinin konsantrasyonlari ve oksin kombinasyonlarinin siirgiin ucu ve kotiledon
bogum eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi
sonuclart Tablo 3.3’te verilmistir. Varyans analizi tablosu incelendiginde eksplant
basina siirgiin sayisi lizerine eksplant, sitokinin ve eksplant x sitokinin interaksiyonunun

etkisi %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

En yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi siirgiin ucu eksplantinda 9.75 adet ile 0.5 mg/L
TDZ+0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortamindan elde edilirken; 0.5 mg/L BAP+0.25
mg/L NAA, 1 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA, 1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA, 2 mg/L
mT+0.25 mg/L NAA ve 4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren ortamlardan elde edilen
degerler istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. En diisiik eksplant basina siirgiin
sayisi ise 4.91 adet ile 1.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA iceren besin ortamindan elde
edilmistir. Kotiledon bogum eksplantinda ise en yiliksek eksplant basina siirgiin sayisi
15.51 ve 14.97 adet ile sirasiyla 0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA ve 0.25 mg/L
TDZ+0.25 mg/L NAA igeren besin ortamlarindan elde edilmistir. Kotiledon bogum
eksplantinda en diisiik eksplant basina siirgiin sayilari 3.69 adet ile 2 mg/L mT+0.25
mg/L NAA igeren MS besin ortamlarindan elde edilmistir.

Tablo 3.3. Burgakta farkli sitokinin konsantrasyonlari ve oksin kombinasyonlarinin
siirglin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda eksplant basina siirgiin
sayisina etkisine ait varyans analizi tablosu

Serbestlik Kareler
Varyasyon Kaynaklar1 |Kareler Toplam| Derecesi Ortalamasi F
Sitokinin 346.358 9 38.484 16.518**
Eksplant 36.666 1 36.666 15.737**
Sitokinin x Eksplant 322.255 9 35.806 15.368**
Hata 139.794 60 2.330
Genel 845.074 79

*0.05 diizeyinde, ** 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




20

Tablo 3.4. Burgakta farkli sitokinin konsantrasyonlart ve oksin kombinasyonlarinda
stirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarindan elde edilen eksplant
basina siirgiin sayisina ait ortalama degerler (adet)

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Eksplantlar Ortalama
Siirgiin ucu Kotiledon Bogum
0.5 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 7.75 abcd 8.56 cd 8.16
1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 6.89 bcde 9.60 bc 8.25
2 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 5.79 de 7.48 cd 6.63
0.25 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 6.17 cde 14,97 a 10.57
0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 9.75a 1551a 12.63
1 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 8.10 abcd 11.48Db 9.79
1.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 491e 6.22 de 5.57
1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 8.96 ab 7.17d 8.07
2 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 8.25 abc 3.69f 5.97
4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 9.39a 4.84 ef 7.11
Ortalama 7.60 8.95

Aynut stitunda farkl kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

3.1.3. Siirgiin uzunlugu

Farkl: sitokinin konsatrasyonlar1 ve oksin kombinasyonlarmin burgakta siirgiin ucu ve

kotiledon bogum eksplantlarinda siirgiin uzunluguna etkisine ait varyans analizi

sonuglart Tablo 3.5’te verilmistir. Varyans analiz tablosu incelendiginde siirgiin

uzunlugu iizerine eksplant ve sitokininlerin etkisi %21 diizeyinde 6énemli bulunurken

sitokinin x eksplant interaksiyonu %35 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Tablo 3.5. Burgakta farkli sitokinin konsantrasyonlari ve oksin kombinasyonlarinin
siirglin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda siirgiin uzunluguna

etkisine ait varyans analizi tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler

Kaynaklarn Kareler Toplami| Derecesi Ortalamasi F
Sitokinin 28.123 9 3.125 11.050**
Eksplant 2.720 1 2.720 9.617**
Sitokinin x Eksplant 6.752 9 0.750 2.653*
Hata 16.966 60 0.283

Genel 54.562 79

*0.05 diizeyinde, ** 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Tablo 3.6 incelendiginde siirgiin ucu eksplantinda en yiiksek siirgiin uzunlugu degerleri
sirasiyla 4.06, 4.01 ve 3.44 cm ile 2 mg/L mT+0.25 mg/L NAA, 1 mg/L mT+0.25 mg/L
NAA ve 4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortamlarindan elde edilmistir.
En diisiik ise 1.75 cm ile 1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda
saptanmistir. Kotiledon bogum eksplantinda ise en yiiksek siirglin uzunlugu 3.94 cm ile
1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. Genel olarak
her iki eksplantta da siirgiin uzunlugunda en etkili ortam 1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA

olarak belirlenmistir.

Tablo 3.6. Burgakta farkli sitokin konsantrasyonlar1 ve oksin kombinasyonlarinda
stirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarindan elde edilen siirgiin
uzunluguna ait ortalama degerler (cm)

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Eksplantlar Ortalama
Siirgiin ucu Kotiledon Bogum
0.5 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 2.63¢C 271D 2.67
1 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 2.72 bc 2.27 bc 2.50
2 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA 1.75d 2.16 bc 1.96
0.25 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 242 cd 2.35bc 2.38
0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 2.56 cd 2.50 bc 2.53
1 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 2.50 cd 1.82c 2.16
1.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA 2.19 cd 1.78 ¢ 1.99
1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 401a 3.94a 3.98
2 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 4.06 a 2.23 bc 3.15
4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA 3.44 ab 2.83b 3.14
Ortalama 2.83 2.46

Aynt stitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

3.2. in Vitro Koklendirme

Doku kiiltliri rejenerasyonu sonucunda elde edilen siirgiinlerin  koklendirme
caligmalarinda iki farkli protokol uygulanmistir. Birinci protokolde siirgiinler 0.5, 1 ve 2
mg/L IBA, 30 g/L seker igeren 7.5 g/L agar ile katilagtirilan tam MS besin ortaminda
koklendirilirken; ikinci protokolde 1 mg/L IBA oksin kaynagi olarak kullanilmisg, yarim
ve tam MS ile 1 g/L aktif karbon uygulamasi yapilmistir. 6-7 haftalik kiltiir siiresi

sonucunda kok olusturan eksplant yiizdeleri belirlenmistir. Deneme sonucunda birinci
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ve ikinci protokolde kok olusturan siirgiin yiizdesine uygulamalarin etkisi istatistiksel

olarak dnemsiz bulunmustur (Tablo 3.7 ve Tablo 3.8).

Tablo 3.7. Farkli IBA dozlarinin burgakta kdk olusturan siirgiin yiizdesi lizerine etkisine
ait varyans analizi tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler
Kaynaklan Kareler Toplanm Derecesi Ortalamasi F
IBA 328.613 2 164.306 2.297
Hata 429.203 6 71.534
Genel 757.816 8

Transformasyon degerlerine yapilan varyans analizidir

Tablo 3.8. Farkli koklendirme ortamlarinin burgakta kok olusturan siirgiin yiizdesi
lizerine etkisine ait varyans analizi tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler
Kaynaklari Kareler Toplami Derecesi Ortalamasi F
Ortam 218.540 3 72.847 1.415
Hata 411.952 8 51.494
Genel 630.492 11

Transformasyon degerlerine yapilan varyans analizidir

Birinci protokolde 0.5, 1 ve 2 mg/L IBA, 30 g/L seker iceren 7.5 g/L agar ile
katilagtirilan tam MS ortaminda besin ortaminda koklendirilen siirgiinlerde koklenme
%1.333 ile 9.713 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek koklenme 1mg/l IBA igeren
MSO besin ortamindan elde edilmistir. ikinci protokolde 1 mg/L IBA, yarim ve tam
MS ile 1 g/L aktif karbon igeren ortamlarda ise koklenme %0 ile 5.952 arasinda degisim

gostermistir.

Tablo 3.9. Burgakta farkli IBA dozlarinda elde edilen kdk olusturan ekplant yiizdesine
ait ortalama degerler (%)

IBA Konsantrasyonlari Kok Olusturan Eksplant Yiizdesi
0.5 mg/L IBA 4.763
1 mg/L IBA 9.713

2mg/L IBA 1.333
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Tablo 3.10. Burcakta farkli koklendirme ortamlarinda elde edilen kok olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalama degerler (%)

Ortamlar Kok Olusturan Eksplant Yiizdesi
1 mg/l IBA + tam MS 2.380
1 mg/L IBA + yarim MS 5.952
1 mg/L IBA + tam MS + 1g/L aktif karbon 3.573
1 mg/L IBA + yarim MS + 1 g/L aktif karbon 0

3.3. Kat1 Ortamda Kolsisin Uygulamalari

Otopoliploid bitki elde etmek amaciyla 7 giin ¢imlendirilen burgcak tohumlarindan
kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 %0.01 ve 0.02 kolsisin igeren katt MS
besin ortaminda ortamlarinda 3 ve 10 giin siireyle kiiltiire alindiktan sonra kolsisin
icermeyen kati besin ortamina aktarilmistir (Sekil 3.2 a ve b). Tablo 3.11.
incelendiginde siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarinda kolsisine i¢cermeyen
kontrol ortaminda sirasiyla 48 ve 55 adet eksplantta siirgiin olusumu elde edilmistir.
Siirgin ucu eksplantinda %0.01 kolsisinin 3 ve 10 giin siireyle uygulamalarinda
sirasiyla 48 ve 28; %0.02 Kkolsisinin 3 ve 10 giin siireyle uygulamalarinda ise 51 ve 25
adet eksplant siirgiin olustururken kotiledon bogum eksplantlarinda siirglin olusumu
gergeklesmemistir. Stirglin ucu eksplantlarindan elde edilen siirgiinler 1 mg/L
BAP+0.25 mg/L NAA igeren MSO besin ortaminda ¢ogaltildiktan sonra 1 mg/L IBA
iceren MSO besin ortaminda koklenmeye alinmig ancak koklendirilememistir (Sekil

3.2.cved).

Tablo 3.11. Burcakta siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarina kati besin
ortaminda farkli siirelerde uygulanan kolsisin dozlarinda elde edilen
stirgiin sayilar1 (adet)

Eksplant tipi Kiiltiire Alinan Siirgiin Olusturan
Kolsisin | Uygulama Eksplant Sayisi Eksplant Sayisi
dozu zamani (Adet) (Adet)

Stirgiin ucu 60 48
Kontrol | Kontrol | Kotiledon bogum 60 55
% 0.01 Siirgiin ucu 60 48
3 giin Kotiledon bogum 60 0
% 0.02 Stirgiin ucu 60 51
3 giin Kotiledon bogum 60 0
% 0.01 Siirgiin ucu 60 28
10 giin Kotiledon bogum 0 0
% 0.02 Siirgilin ucu 60 25
10 giin Kotiledon bogum 0 0
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3.4. Siv1 Ortamda Kolsisin Uygulamalar

Otopoliploid bitki elde etmek amaciyla 7 giin ¢imlendirilen burgcak tohumlarindan
kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 %0.001 ve 0.01 kolsisine i¢eren sivi MS
besin ortaminda ortamlarinda 1, 3 ve 6 giin siireyle kiiltiire alindiktan sonra kolsisin
icermeyen kati1 besin ortamina aktarilmigtir. Deneme sonucunda %0.001 Kolsisinde 1,
3 ve 6 giin bekletilen koliledin bogum ecksplantlarindan sirasiyla 18, 14 ve 14 adet,
stirgiin ucu eksplantlarindan ise 60, 44 ve 36 adet; %0.01 Kolsisine igeren sivi ortamda
bekletilen kotiledon bogum eksplantlarindan 2, 6 ve 11 adet, siirgiin ucu
eksplantlarindan ise 60, 18 ve 12 adet siirglin elde edilmistir. Gelisen siirglinlerde daha

sonra koklenme kaydedilmemistir.

Tablo 3.12. Burgakta siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplantlarina farkli siirelerde
sivi besin ortaminda uygulanan Kolsisin dozlarinda elde edilen siirgiin
sayilar1 (adet)

Eksplant Tipi Kiiltiire Alinan Siirgiin Olusturan
Kolsisin | Uygulama Eksplant Sayisi Eksplant Sayisi
dozu zamani (adet) (adet)

Siirgiin ucu 60 60
Kontrol | Kontrol Kotiledon bogum 60 56
% 0.001 Siirgiin ucu 60 60
1 giin Kotiledon bogum 60 18
% 0.01 Stirgiin ucu 60 60
1 giin Kotiledon bogum 60 2
% 0.001 Siirgiin ucu 60 44
3 giin Kotiledon bogum 60 14
% 0.01 Siirgiin ucu 60 18
3 giin Kotiledon bogum 60 6
% 0.001 Siirgiin ucu 60 36
6 giin Kotiledon bogum 60 14
% 0.01 Siirgiin ucu 60 12
6 giin Kotiledon bogum 60 11
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Sekil 3.2. Kat1 ortamda 10 giin Kolsisin uygulamasi

a. Siirgiin uglarina %0.01 Kolsisin uygulamasi
b. Kotiledon bogumlara %0.01 Kolsisin uygulamasi

¢, d. %0.01 kolsisin uygulanan siirgiin uglarindan elde edilen siirgiinlerin ¢ogaltim1



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda burgak (Vicia ervilia L. Wild.) bitkisinde in vitro bitki
rejenerasyonu ve in vitro ortamda Kolsisine uygulamasi ile poliploid bitki elde etme
olanaklarmin arastirilmas:1 amagclanmustir.  Oncelikli olarak bitki rejenerasyonu
caligmalar1  yuritilmuistir. Rejenerasyon denemesinde ¢imlendirilen  burgak
tohumlarindan elde edilen fidelerden kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 farkl
dozlarda BAP, TDZ ve mT iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir
baslangicindan 7-8 hafta sonra siirgiin olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina
stirgilin sayis1 ve siirgiin uzunluguna o6zellikleri belirlenmistir. Siirglin olugturan eksplant
yiizdesinde sitokininler, eksplantlar ve sitokinin x eksplant interaksiyonu istatistiksel
olarak 6nemli bulunmugtur. Siirgiin ucu eksplantinin siirgiin rejenerasyonu %75-100,
kotiledon bogum eksplantinin ise %57.14-92.85 arasinda degisim gostermistir. Genel
olarak silirgin ucu eksplantinin siirgiin rejenerasyonu frekans: kotiledon bogum
eksplantlarinda daha yiliksek bulunmustur. Benzer sekilde Sancak (1999) koca figde,
Sancak vd. (2000) Macar figinde, Cocii vd. (2013) adi figde ve Erdogan vd. (2005)
burgakta yaptiklar1 caligmalarda eksplantlarin rejenerasyon frekanslarinin farklilik

gosterdigini bildirmektedirler.

Eksplant basma siirglin sayilar1 incelendiginde varyasyon kaynaklarinin etkisi
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. En fazla eksplant basina siirgilin sayis1 siirgiin
ucu eksplantinda 9.75 ile 0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortamindan
elde edilirken bu ortam ile 0.5 mg/L BAP+0.25 mg/L NAA, 1 mg/L TDZ+0.25 mg/L
NAA, 1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA, 2 mg/L mT+0.25 mg/L NAA ve 4 mg/L mT+0.25
mg/L NAA igeren ortamlar istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. Kotiledon
bogum eksplantinda ise en yiiksek eksplant basina siirglin sayis1 15.51 ve 14.97 adet ile
sirastyla 0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA ve 0.25 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA igeren
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MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Eksplant tipine gore eksplant basina en yliksek
stirglin rejenerasyonu elde edilen ortamlar birbirinden farklilik gostermistir. Daha 6nce
Erdogan vd. (2005) tarafindan 6 farkli burcak hattinda yiiriitilen arastirmada da
olgunlasmamis embriyo ve kotiledon eksplantlar1 eksplantlarinda ortamlarin sitokinin
icerigine gore en yliksek siirgiin sayilart farklilik gostermistir (Erdogan vd., 2005).
Macar figinde Sancak vd. (2000) tarafindan yiiriitiilen calismada en yiiksek eksplant
basina siirgiin sayisi olgunlasmamis kotiledon eksplantinda 7.5 adet ile 20 um BAP ve
2.5 uM NAA igeren ortamdan elde edilirken, olgunlasmamis embriyo eksplantinda 15.9
adet 10 uM BAP ve 2.5 uM NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Nitekim Magyar-
Tabori vd. (2010) elmada organogenesis iizerine sitokininlerin 6nemi tizerine yaptiklari
derleme besin ortamina eklenen sitokininlerin boliinme ve organogenesis indiiklemeleri
ve diger fizyolojik ve gelisimsel siirecleri etkilemeleri nedeniyle 6nemli oldugunu
bildirmektedir. Ayrica sitokinin tiirii ve konsantrasyonunun doku kiiltiiriiniin basarisini
etkiledigini ¢linkli sitokininlerin alimlarinin, taginimlarimin ve metabolizmalarinin
cesitler arasinda degisim gosterdigini ve bir eksplantin endojen sitokininleri ile

etkilesime girebildigini ifade etmislerdir.

Piirin olmayan bir feniliire bilesigi olan TDZ, piirin tipi sitokininlerden daha etkili ve
stirgiin ¢ogaltimin1 uyarma konusunda oldukga basarilidir (Kumari vd.,2018). Ancak
bitki rejenerasyonu {izerine siirgiin ¢ogaltiminin ve uzamasinin engellenmesi ile
birlesmis siirglin gibi zararh etkilerde gosterebilir (Dewir vd., 2018; Kumari vd., 2018).
Ciinkii TDZ, sitokinin oksidaz enzimleri tarafindan par¢alanmadigindan ve uygulanan
dokularda kalir ve bu durumda ortama dogrudan eklenen yiiksek konsantrasyonlarda
TDZ bitkilerde zararli etkiye neden olabilir (Dewir vd., 2018; Kumari vd., 2018;
Kumari vd., 2021). Bu nedenle TDZ konsantrasyonun optimizasyonu ve uygulama
sekli olduk¢a 6nemlidir. Her iki eksplanta da 0.5 mg/L TDZ’de en yiiksek eksplant
basina siirgilin sayis1 elde edilirken TDZ konsantrasyonunu artmasiyla eksplant basina
stirgiin  sayisinda bir azalma meydana gelmistir. Benzer sekilde TDZ
konsantrasyonlarinda artisa bagli olarak eksplant basina siirgilin sayisinda azalma tiiylii

figde Aasim vd. (2011) tarafindan da bildirilmektedir.

Stirglin uzunlugu incelendiginde en yiiksek degerler siirgiin ucu eksplantinda 1, 2 ve 4
mg/L mT+0.25 mg/L NAA, kotiledon bogum eksplantinda ise 1 mg/L mT+0.25 mg/L

NAA iceren ortamlardan elde edilmistir. Her iki eksplanta da mT siirgiin uzunlugunun
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artmasia neden olmugstur. Benzer sekilde mT iceren ortamlarda daha yiiksek siirgiin
uzunlugu degerleri farkli arastiricilar tarafindan Allamanda carhartica, Salvia sclarea
ve Withania somnifera ile yiiriitiilen arastirmalarda da belirlenmistir (Khanam vd. 2020,
Erisen vd. 2020, Kaur vd. 2021).

Elde edilen siirglinlerde koklendirme calismalarinda iki farkli protokol uygulanmistir.
Birinci protokolde stirgiinler 0.5, 1 ve 2 mg/L IBA, 30 g/L seker igeren 7.5 g/L agar ile
katilagtirilan tam MS ortaminda besin ortaminda koklendirilirken; ikinci protokolde 1
mg/L IBA oksin kaynagi olarak kullanilmis, yarim-tam MS ve 1 g/L aktif karbon igeren
ortamda koklendirilmistir. Burgakta koklenme %0-9.713 arasinda degisim gostermis
olup daha 6nce burgak bitkisinde yapilan ¢alismalardan ¢ok diisiik bulunmustur. Daha
once Erdogan vd. (2004)’te yiiriitilen calismada 2 mg/L IBA iceren MS besin
ortaminda %100 koklenme elde edilmistir. Caligmalar arasindaki farkliliklarin
genotiplerin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim Gianguzzi vd. (2020)
Capparis spinosa’da koklenme iizerine genotipin ¢ok etkili oldugunu ifade etmektedir.
Hnatuszko-Konka vd. (2019) fasulyede c¢esitlere gore koklenme oranini %22-66

arasinda degistigini belirlemislerdir.

Poliploidi ¢alismalarinda bitki elde etmek amaciyla 7 giin ¢imlendirilen burgak
tohumlarindan izole edilen kotiledon bogum ve siirgiin ucu eksplantlart %0.01 ve 0.02
Kolsisin igeren katt MS besin ortaminda ortamlarinda 3 ve 10 giin siireyle; %0.001 ve
0.01 Kkolsisin igeren s1vi MS besin ortaminda ise 1, 3 ve 6 giin siireyle kiiltiire alindiktan
sonra kolsisin igermeyen kati besin ortamina aktarilmistir. Kati ortamda yliriitiilen
denemelerde siirgiin ucu eksplantinda %0.01 Kolsisinin 3 ve 10 giin siireyle
uygulamalarinda sirasiyla 48 ve 28; %0.02 Kolsisini 3 ve 10 giin siireyle
uygulamalarinda ise 51 ve 25 adet eksplant siirgiin olustururken kotiledon bogum
eksplantlarinda  siirgiin  olusumu ger¢ceklesmemistir. Sivi  ortamda yiiriitiilen
denemelerde ise 9%0.001 Kolsisinde 1, 3 ve 6 giin bekletilen kotiledon bogum
eksplantlarindan sirasiyla 18, 14 ve 14 adet, siirglin ucu eksplantlarindan ise 60, 44 ve
36 adet; %0.01 kolsisin igeren s1vi ortamda bekletilen kotiledon bogum eksplantlarindan
2, 6 ve 11 adet, siirgilin ucu eksplantlarindan ise 60, 18 ve 12 adet siirgiin elde edilmistir.
Stirglin ucu eksplantinin kotiledon bogumlara gore daha basarili sonu¢ verdigi tespit
edilmistir. Artan Kolsisin dozlar1 ve uygulama siireleri de siirgiin olusturan eksplant

sayisint diigiirmiistiir. Touchel vd. (2020) basarili bir poliploidi indiiksiyonunun,
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antimitotik ajanin etkili penetrasyonunun gerektirdigini ve bu durumun uygulama
sliresine ve antimitotik ajanlarin konsantrasyonlarina, doku tiplerine ve temel besin
ortami ve bitki bliylime diizenleyicileri ile etkilesimlere bagl olabilecegini ve in vitro
kosullarin, cinsler, tiirler ve hatta cesitler arasinda farklilik gésterdigini ve genellikle in
vitro poliploid indiiksiyonunu i¢in her bitki igin farkli uygulamalar gerektirebilecegini
ve bazi taksonlarda, poliploidi indiiksiyonunun in vitro biiylime, gelisme ve kok

olusumunu etkileyebilecegini belirtmektedir.

Bu arastirmada burgak bitkisinde farkli sitokin konsantrasyonlar1 ve oksin
kombinasyonlar1 uygulanarak siirgiin ucu ve kotiledon bogum eksplanlarindan siirgiin
rejenerasyonu elde edilmistir. Siirgiin olusturan eksplant ylizdesi ve eksplant basina
stirglin sayis1 birlikte degerlendirildiginde en basarili siirgiin rejenerasyonu siirgii ucu
eksplantinda 0.5 mg/L TDZ+0.25 mg/L NAA veya 4 mg/L mT+0.25 mg/L NAA igeren,
kotiledon bogum eksplantinda ise 0.25 TDZ+0.25 mg/L NAA veya 0.5 mg/L TDZ+0.25
mg/L NAA igeren MSO besin ortamindan elde edilmistir. Ancak en yiiksek siirgiin
uzunluklart her iki eksplant birlikte degerlendirildiginde 1 mg/L mT+0.25 mg/L NAA
iceren MSO besin ortaminda belirlenmistir. Elde edilen siirgiinlerde en yiiksek
koklenme yiizdesi 1 mg/L IBA iceren MSO besin ortaminda kaydedilmistir. Kolsisine
uygulamalar1 sonucunda siirgiinler elde edilmis ancak elde edilen siirglinler
koklendirilememis ve yasatilamamistir. Dolayisiyla in  vitro poliploidizasyon
calismalarinda in vitro rejenerasyon, koklendirme ve dis kosullara alistirma
asamalarinda kullanilacak yontemlerin ¢ok iyl optimize edilmesi gerektigi sonucuna
vartlmistir.  Ayrica sadece in vitro kiiltiirler sartlarinda degil dis kosullarda da farkli
bitki organlarina yapilacak uygulamalarla poliploid bitki elde etme yoniinde ¢aligmalara

devam edilmesi onerilmektedir.
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