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OZET

AFRIKA MENEKSESI (SAINTPAULIA IONANTHA) BiTKiSINDE
PROTOPLAST iZOLASYONU, FUZYONU VE
REJENERASYONLARIN SAGLANMASI

CAKIN, Irmak
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali

Tez Danigmani: Prof. Dr. Aynur GUREL
Agustos 2015, 74 sayfa

Bu caligmada in vivo ve in vitro kosullarda yetistirilmis mor ve beyaz
cicekli Afrika menekselerin yapraklarindan protoplast izolasyonu ve filizyonu
gerceklestirilmistir. Ayni zamanda in vitro kosullarda mikrogogaltim protokolii de
elde edilmistir. Yiizey sterilizasyon denemeleri sonucunda, yaprak eksplantlarinda
STK2 sterilizasyon yontemiyle, %94.7 oraninda sterilizasyon basarisi
saglanmistir. Bu sterilize edilen yaprak eksplantlarindan direkt siirgiin
rejenerasyonu %100’lik bir basari ile 2mg/L BAP ve Img/L NAA igerikli MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besin ortaminda elde edilmistir. Siirgiinler, 8 haftalik
kiltir siiresinin ardindan MS ortaminda %100 olarak basarili sekilde
koklendirilmislerdir. Koklendirilen bu bitkiler torf/perlit (1:2) karisimina
aktarilarak basarili olarak aklimatize edilmislerdir. In vivo ve in vitro kosullardaki
mor ve beyaz ¢igekli Afrika menekselerinin yapraklarindan gergeklestirilen
protoplast izolasyon denemelerinde en iyi sonug, in vivo kosullardan alinan
yapraklardan, 6n uygulamasiz 16 saat boyunca karanlik kosullarda, %1 Pektinaz,
%2 Seliilaz ve %2 Hemiseliilaz igerikli enzim karigimi igerisindeki inkiibasyon
sonucunda mor ¢icekli menekseden 130x10° olarak elde edilmistir. Izole edilen
protoplastlardan, en yiikksek mikrokallus rejenerasyonu, in vivo kokenli
protoplastlardan (50 adet  mikrokallus/10mL)  mikrokallus  olusumu
gerceklesmistir. In vivo ve in vitro kosullardaki mor ve beyaz cicekli Afrika
menekselerinin yapraklarindan izole edilen protoplastlar, PEG flizyonu 6ncesinde
Hoechst 333422 floresan boyasiyla boyanmislardir. Bu fiizyon sonucunda, PEG
8000°de 397 ¢oklu flizyon sayis1t ve PEG 6000°de 69 ikili fiizyon sayisi in vivo

kokenli protoplastlarda gézlenmistir.
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ABSTRACT

PROTOPLAST ISOLATION, FUSION AND PLANT REGENERATION
IN AFRICAN VIOLET (SAINTPAULIA IONANTHA)

CAKIN, Irmak

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL

Agust 2015, 74 pages

In this study, protoplast isolation and fusion were performed in vivo and in
vitro grown purple and white flowering African violets. Also, in vitro
micropropagation protocol was obtained. At the results of surface sterilization
experiments, success rate of sterilization is achieved as 94.7% in leaf explants by
STK2 sterilization method. Direct shoot regeneration was obtained as 100%
success rate from these sterilized leaf explants cultivated in MS nutrient media
(Murashige and Skoog, 1962) that contains 2mg/L BAP, 1mg/L NAA. After 8
weeks culture time, shoots were taken rooted on MS medium with successful rate
of 100%. Rooted plantlets were transferred into a mixture of peat/perlite (1:2) for
acclimatization. The best result of the protoplast isolation experiments established
from the leaves of African violets having purple and white flowers grown in vitro
and in vivo conditions, was obtained as 130x10° by incubation within enzyme
mixture containing 1% Pectinase, 2% Cellulase and 2% Hemicellulase under dark
conditions for 16 hours without pre-application from in vivo grown purple African
violet leaves. The highest microcallus regeneration (50 microcallus number
/10mL) was established in protoplasts originated from in vivo. Protoplasts isolated
from leaves of purple and white flowering African violets grown in vivo and in
vitro conditions were colored with fluorescent dye Hoechst333422 before the
PEG fusion. At the results of this fusions, 397 multiple fusions in PEG 8000 and
69 binary fusions. in PEG 6000 were observed in protoplasts originated from in

VivO.

Key words: African violet, Saintpaulia ionantha, protoplast isolation, PEG

(Polyethylene glycol), protoplast fusion, micropropagation
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1. GIRIS

Saintpaulia ionantha, Gesneriaceae ailesinin 20 tiire sahip Saintpaulia
cinsinin en O6nemli tlridiir. Bu tiir; cicek rengi, yaprak sekli, vejetatif yapisi,
ciceklenme zamani ve ¢iceklenme siiresi bakimindan farkli birgok ¢eside sahiptir
(Gurel and Cakin, 2013; Kolehmainen, 2008; Al-Hussein, et al., 2006; Jain, 1997;
Pack and Hahn, 1999).

Afrika meneksesi (S. ionantha), ticari ve amator olmak iizere genis ¢apli
tiretilen bir saksi bitkisidir. Diinya ¢apinda 20.000 ¢eside yakin Afrika meneksesi
klasik 1slah yontemleriyle, esas olarak da melezleme olmak iizere, mutasyon ve
seleksiyon ile iiretilmistir ve her yil birkag yiiz yeni ¢esit ortaya ¢ikmaktadir.
1993’de Winkelmann, Afrika meneksesinde bazi 6nemli siis ozelliklerine dikkat
¢ekmistir. Bu onemli o6zelliklerden biri de Afrika meneksesinin ¢igeklerinde
gercek kirmizi ve sart rengin olmayisidir. Bilindigi kadariyla bu renkler, Afrika

meneksesinin germplazminda heniiz bulunmamaktadir (Mercuri et al., 2000).

S. ionantha tiirti ¢igek, yaprak, renk ve sekilleri agisindan farkli birgok
kiiltiir ¢esidini barmndirmaktadir. Gorsel cekiciligi, i¢ mekanlar gibi golgeli
alanlardaki dayanikliligi, yapay 1s1k altindaki ¢igek verme yetisi ve tiim bir yil
boyunca vejetatif olarak cogaltilabilmesi gibi karakteristik ozellikleri Afrika
meneksesini popiiler bir i¢ mekan siis bitkisi yapmaktadir (Sunpui and

Kanchanapoom, 2002).

Global c¢icek endiistrisinde, ciceklerin boyutu ve kokusu gibi o6zellikleri
tiiketicinin se¢imini etkilemektedir. Siis bitkileri pazarinda ¢icek rengi; tiiketicinin
secimini en ¢ok belirleyen 6zelliklerden biridir. Bu sebeple istenen renklere sahip,
yeni c¢esitlerin gelistirilmesi siis bitkileri endiistrisinin gelecegi agisindan biiyiik
bir deger tasimaktadir.Ayrica, soguga tolerans, hastalik ve zararlilara dayaniklilik
gibi 6nemli 6zelliklerin de gelistirilmesine hala gereksinim bulunmaktadir (Gurel

and Cakin, 2013; Seneviratne and Wijesindara, 2007).



Klasik 1slah yontemleriyle yeni genotipe sahip bitkilerin, daha ucuz ve kisa
zamanda gelistirilmesi miimkiindiir (Seneviratne and Wijesindara, 2007). Bununla
birlikte S. ionantha tiiriinde; intraspesifik (tiir i¢i) hibridizasyon ile yeni
genotiplerin elde edilmesi mimkiin olurken, interspesifik (tiirler arasi) ve
intergenerik (cinsler arasi) hibridizasyonda heniiz tam basar1 saglanamamistir
(Hoshino et al., 1995).

Afrika meneksesinin ¢ogaltimi, yapraklarinin kullanildigi vejetatif teknikle
gerceklestirilebilmektedir (Hoshino et al., 1995). Ayrica Afrika meneksesi,
yiikksek rejenerasyon kabiliyeti ve kapasitesi sayesinde in vitro rejenerasyon
caligmalar1 i¢in iyi bir model sistemi olusturmaktadir. Yaprak ve tohumdan
cogaltim harig, vejetatif ve ¢igek kisimlari kullanilarak, direkt ya da indirekt
somatik organogenez ve embriyogenez rejenerasyonu ile mikrogogaltimi, doku
kiiltiirti teknikleri agisindan oldukga énemlidir (Gurel and Cakin, 2013; Daud and
Taha, 2008; Lo, 1997).

Biyoteknolojik yontemlerin; bircok tiiriin geleneksel 1slah yontemiyle
iretim programlarini tamamlamada gliglii araglar olduklar1 bilinmektedir (Mercuri
et al., 2000). In vitro yontemlerle daha biiyiik 6l¢eklerde iiretim yapilabilmekte ve
ticari Oneme sahip cesitler olusturulabilmektedir (Mithila et al., 2003).
Giliniimiizde, mikrogogaltim teknikleriyle c¢ok sayida ve istenilen tiirlin
ozelliklerini tasiyan bitkilerin {iretimi kisa bir siire i¢inde gerceklestirilmektedir.
Afrika meneksesinin in vitro kiiltiirleri, farkli eksplant kaynaklar1 (yaprak, ¢igek
tomurcugu, alt epidermis, anter ve protoplast) kullanilarak olusturulabilmektedir
(Khan et al., 2007; Sunpui and Kanchanapoom, 2002). Diger bitki tiirleri gibi
Afrika meneksesinin kiiltiiriinde de besin ortamindaki kimyasal kompozisyon,

stirgiin verimini etkileyen en biiyiik etkendir (Daud and Taha, 2008).

Genetik miihendisligi teknikleri mevcut gen havuzundan ticari degere sahip
yeni gesit gelistirmeyi tesvik edebilmesi igin pahali géziikmektedir (Hoshino et
al., 1995). Ancak bitki biyoteknolojisindeki son gelismeler, Afrika meneksesi
genotiplerinin yeni tekniklerle gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu yeni
teknikler arasindan somatik hibridizasyon ve genetik transformasyon daha 6n

plana c¢ikmaktadir. Ancak bu teknikler i¢in verimli bir protoplast kiiltiirii ve



transformasyonu gerekmektedir. Son zamanlarda da Afrika meneksesinde
protoplast kiiltiirii ¢aligmalarinda kayda deger sonuglar elde edilmistir (Gaj and
Gaj, 1996).

Somatik hibridizasyon ve direkt gen transferi teknikleri Afrika
meneksesindeki genetik ¢esitliligi arttirmaya yonelik kullanilmaktadir. Uygun gen
aktarim sisteminin belirlenmesi, rejenerasyon hizini artirmak icin de gerekli
olabilmektedir (Khan et al., 2007; Sunpui and Kanchanapoom, 2002). Son
zamanlarda bitki hiicrelerine genetik materyal girisini gergeklestiren ve en genis
kullanim alan1 olan Agrabacterium araciligi ile transformasyon yontemi, Afrika

menekselerinde ilk olarak 2000’11 yillarda ger¢eklesmistir (Mercuri et al., 2000).

Diger taraftan somaklonal varyasyonlar; dénor bitkinin genotipi ve yasina,
sitogenetik degisikliklere, DNA metilasyonuna, eksplant tipine, besin ortami ve

kiiltiir stirecindeki bitki hormonlarina bagli olarak genetik ve epigenetik

degisikliklere onciiliik etmektedir (Jain, 1997; Pierik, 1987).

Bitki protoplastlari, diger bir ifadeyle “ciplak hiicreler”, modern
biyoteknolojiye tek hiicreli sistemlere dayali farkli yaklagimlar sunmaktadirlar.
Genomiks, proteomiks ve metabolomikslerdeki gelismeler; ozmotik ozellige
sahip, kirillgan ve ¢epersiz hiicrelerin 6nemini ortaya ¢ikartarak bu hiicrelere olan

ilgiyi arttirmigtir (Davey and Anthony,2010).

Protoplastlar, somatik hiicrelerin birlestirilmesi ile elde edilen somatik hibrit
calismalarindan gen transferi ¢alismalarina kadar ¢ok yaygin bir kullanim alanina
sahiptirler (Jain, 1997). Protoplast kiiltiirlerinin baslica uygulama alanlar1; temel
arastirmalar (histolojik, sitolojik, morfolojik, fizyolojik, metabolik, genetik,
molekiiler vb. ) i¢in kullanimi; protoplast fiizyonu araciligi ile somatik melezleme
sonucu somatik hibritlerin ve sibritlerin elde edilmesi; c¢ekirdek, organel,
kromozom ve DNA pargalarinin aktarimi; totipotensi 6zelliginden yararlanilarak
protoplastlardan tam bitkinin elde edilmesi; protoplastlar kullanilarak olusturulan
hiicre slispansiyon kiiltiirleri ya da kallus kiiltlirleri aracilifi ile organ veya
embriyo rejenerasyonlarinin saglanmasi; asimetrik hibrit bitkilerinin elde

edilmesi; somaklonal varyabilitenin olusturulmasi; gen aktarim teknikleri



kullanilarak genetigi degistirilmis bitkilerin elde edilmesi; geleneksel 1slah
yontemleri ile tiirler aras1 ve cinsler arasi melezlemelerde ortaya ¢ikan sorunlarin
asilmasi; tek hiicre klonlarinin elde edilmesi; in vitro seleksiyon tekniginin
uygulanmasi; mutajen ajanlar kullanilarak elde edilen mutant hiicrelerin se¢ilmesi;
bitki patolojisi ile ilgili caligmalara uygulanmasi; agar tizerinde siv1 kiiltiir, agaroz
bloklar kiiltiirii, ince aljinat tabaka kiiltiirii ve immobilize kiiltiirler gibi ¢esitli
protoplast kiiltiir tekniklerinin olusturulmasi olarak sayilabilir (Kolehmainen,
2008).

Protoplast izolasyonunda, enzimler araciligi ile hiicre duvari pargalanarak
protoplastlarin serbest kalmalar1 saglamaktadir. Yiiksek bitkilerde protoplast
izolasyonu ve bunun gelistirilmesi Cocking (1960) tarafindan gergeklestirilmistir.
Cocking, izole ettigi seliillaz enzimini, domates koklerinden elde edilen hiicrelerin
hiicre duvarlarin1 pargalayarak protoplast izolasyonunu gergeklestirmek igin
kullanmistir. Daha sonra bu yontem iizerinde enzim saflagtirilmasi da dahil gesitli
konular baska gruplar tarafindan genisletilerek ¢alisilmigtir. Protoplast izolasyonu
icin kullanilan enzim solliisyonunda, enzim ve plazma membraninin
parcalanmasini 6nleyen ozmotik diizenleyicilerin (siikroz, mannitol, sorbitol vb.)
varligr onemlidir. Bazi tuz ve besin maddeleri de ozmotik diizenleyici olarak
kullanilmaktadir (Tomar and Dantu, 2010). Bunlardan en sik ve yiiksek
miktarlarda kullanilan ozmotik diizenleyiciler, CaCl, ve mannitoldiir (Babaoglu
vd., 2002; Tomar and Dantu, 2010). Ozmotik diizenleyiciler iyonik tuzlarla
kullanildiklar1 zaman enzimlerin degradasyonunu gerceklestirirlerken, ayni

zamanda protoplast olusumunu stabil hale getirirler (Tomar and Dantu, 2010).

Afrika meneksesinin (Saintpaulia ionantha) hem g¢igeklerinde, hem
yapraklarinda birgok renk ve sekil gesitliligi mevcuttur. Afrika meneksesi sahip
oldugu bu ¢esitlilik sayesinde ekonomik ag¢idan onemli bir siis bitki haline
gelmistir. Vejetatif olarak geleneksel yontemlerle ¢ogaltimi yapilan Afrika
meneksesinde yeni bitki tiretimi sinirli ve uzun tiretim stiregleri gerektirmektedir
(Ghorbanzade and Ahmadabadi, 2014). Bu yiizden Afrika meneksesinde yeni
cesitler gelistirilerek siis bitkisi olmasi acgisindan 6nemli 6zelliklerinin
cogaltilmasi ve hatta hizli ve yliksek sayilarda iiretimi siis bitki sektoriinde biiyiik

bir ekonomik fayda saglayacaktir. Yapilan bu ¢aligmada; beyaz ve mor c¢icekli



Afrika meneksesi (Saintpaulia ionantha) bitkilerinde etkili bir sterilizasyon
protokolii ile verimli bir mikrogogaltim protokoliiniin belirlenmesi, ayrica daha
sonraki 1slah ¢alismalarinda kullanilmak amaci ile in vivo ve in vitro kokenli etkili
bir protoplast izolasyonu ve akabinde protoplast flizyonu protokoliiniin

gelistirilmesi amaglanmustir.

2. LITERATUR OZETI

2.1. Afrika Meneksesinin Genel Ozellikleri ve Onemi

Afrika menekseleri (Saintpaulia ionantha); 125 cins ve yaklasik 2000 tiir
barindiran, ¢ogunlukla tropikal, otsu ve ¢ali formundaki bitkilerden olusan biiyiik
bir bitki ailesi olan Gesneriaceae’ya ait bitkilerdir. Saintpaulia cinsi, dogal olarak
Tanzanya’dan Kenya’ya dogru uzanan Dogu Arc Daglari’nin kiy1 ovalarinda

(Sekil 2.1), tek yillik otsu bitki formunda bulunmaktadir (Kolehmainen, 2008).

Afrika menekseleri, Dogu Afrika florasinin en iyi bilinen bitkileri arasinda
yer almaktadir. Bu bitkiler yaklasik yiiz yildir bahgecilik endiistrisi tarafindan
yogun 1slah ¢aligmalarinda kullanilmislardir. Bu g¢alismalar sonucunda da Afrika
meneksesinin melezleri diinyanin dort bir yanina yayilmis ve popiiler siis bitkileri

olarak kullanilmaya baglanmistir (Kolehmainen 2008).

2006 yilina kadar Afrika menekselerinin, 4 ¢esit ve 20 tiir barindirdigi
bilinmekteydi. Morfolojik varyasyondaki bilgi eksikliginden kaynaklanan bu bilgi
2006 yilinda Darbyshire tarafindan yapilan filogenetik ¢alismalar ve Usambara
Daglarinin ovalarinda kesfedilen yeni tiirler sayesinde Afrika meneksesinin tiir ve

cesitleri hakkinda daha ¢ok bilgi elde edilmistir (Kolehmainen 2008).
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Sekil 2.1 Tanzanya’dan Kenya’ya uzanan Dogu Arc Daglarinin goriiniimii

(Kolehmainen, 2008)

Afrika meneksesini ilk olarak 19. yy baslarinda Baron Walter Von Saint
Paul kesfetmis ve kendi ismini vermistir. 60’11 yillarda ise Saintpaulia bitkisini
cogaltip ticarilestiren Herman Holtkmap tarafindan Afrika meneksesi ismi
verilmistir (Kolehmainen 2008). Afrika meneksesinin bitkiler alemindeki yeri

asagidaki gibidir:

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Simif: Magnoliopsida
Takim: Zingiberales
Familya: Gesneriaceae
Cins: Saintpaulia

Tiir: S. ionantha



Afrika menekseleri dogada deniz seviyesinden 1.400 metre yiikseklikte
bulunan ormanlarda, golge ve nemli kosullar altinda gelismektedir. Ormanlarin
yer yiizeylerinde, agaclarin govdesinde ve taslarin lizerinde saril1 sekilde bulunan
bu bitkilerin, ¢ogaltimi tohumla veya vejatatif olarak gergeklestirilebilmektedir
(Kolehmainen 2008).

Afrika menekselerinin dogada bulunduklari yerler ekvatora yakin bolgeler
olduklarindan Saintpaulia ionantha tropik bitki olarak siiflandirilmistir. Afrika
menekseleri 20-25°C’de koklendirilerek topraga dikilirler. Bitki gelisiminin
saglandigi Afrika menekseleri 24°C’de muhafaza edilirler. Aksi takdirde diisiik
sicakliklar Afrika meneksesinin gelismesini engellemekle beraber, ¢icek agma
stiresini de geciktirmektedir. Sicaklik diistiikge bitkinin ¢esitli fungal ve bakteriyel
hastaliklara kars1 olan direnci diismektedir. Bu yiizden Afrika meneksesindeki
gece ve giindliz sicakliklart olduk¢a Onemlidir. Gece sicakligl, gilindiiz

sicakligindan en fazla 1-2 derece diisiik olmalidir (Kolehmainen 2008).

Afrika menekseleri ¢ok kuru atmosferlere karsi dayaniklilik gosterebilirler.
Kuru ortamdaki Afrika menekseleri ¢igek agamazlar, ancak yeni yaprak
gelisimleri gosterebilirler. Saintpaulia ionantha’nin dogal ortamindaki yagis orani
cok yiiksektir, bu ylizden nem de %60-70 civarlarindadir. Havadaki nem
miktarinin azalmasi durumunda, Afrika meneksesinin yapraklarindan su kaybi
meydana gelerek bitki gelisimi olumsuz etkilemektedir. Havadaki fazla miktarda
nem yapraklarin ¢iirimesine neden olurken, topraktaki fazla nem de koklerin

clirimesine yol agmaktadir (Kolehmainen 2008).

Afrika menekseleri dogal ortaminda ormanlarin yiizeylerinde ve agag
govdelerine sarili halde bulunduklar i¢in direkt giines 15181n1 almayan aydinlik
ortamlarda yetismektedirler. Afrika meneksesi dogrudan 11k alirsa, yapraklarinda
sarkmalara neden olmaktadir. Uzun ve sik biiylimiis gévdeye ve az sayida cigege
sahip Afrika  menekseleri ise yeteri kadar 1s1ga maruz kalmadiklarinin

gostergesidir (Kolehmainen 2008).



Dogada bulunan bitkilerin siis bitkisi olarak kullanimi1 amaciyla kiiltiire
alinarak yetistirilmesi ¢ok eski tarihlere kadar uzanmaktadir. Ancak siis
bitkilerinin 6nemli bir sektor haline gelmesi 20. ylizyilin baglarinda gerceklesen
bir siiregtir. Bu siire¢ gelismis iilkelerin biiyiik sehirlerinde (6r: New York (ABD),
Londra (Ingiltere), Berlin (Almanya), Paris (Fransa), Amsterdam (Hollanda),
Tokyo (Japonya)) ticari olarak siis bitkisi yetistiriciliginin baglamasiyla ivme
kazanmis ve Oncelikli olarak kesme cigek ve i¢ ve dis mekan siis bitkilerinin
yetistiriciliginin yapilmasiyla da siis bitkileri sektorii ¢ok hizli gelismistir. Siis
bitkileri konusundaki ARGE calismalar1 artarak sektoriin gelismesine biiyiik
katkida bulunulmustur (Hekimoglu ve Altindeger, 2012).

2.2. Afrika Meneksesinde Yapilan Doku Kiiltiirii Calismalari

Afrika meneksesinde (Saintpaulia ionantha Wendl.) mikrogogaltim, hizli
bitki iiretimi ve genetik ¢esitlilik olusturmasi i¢in oldukca 6dnemli bir yontemdir.
In vitro kosullarda basarili bir bitki ¢ogaltimi; eksplant tipi, dondr bitkinin
fizyolojik durumu, besin ortamindaki bitki biiylime diizenleyicileri ve kiiltiir
kosullar1 gibi gesitli faktorlere bagh olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Afrika
meneksesinin mikrogogaltiminda yiiksek oranlarda ve diisiikk maliyetli tiretim igin

gelistirilen protokollerin ticari alanda uygulanabilir olmasi olduk¢a Onemlidir
(Shukla et al., 2013).

Afrika  meneksesi, yiiksek rejeneratif kapasiterinden dolayi, in vitro
rejenerasyon arastirmalari igin iyi bir model sistemi olusturmaktadir. Yaprak
celikleriyle ve esas olarak da tohumlarla gerceklestirilen ¢ogaltimin haricinde,
doku kiilttiri teknikleri, vejetatif kisimlarin (yaprak segmentleri ve petiyolleri) ve
ayrica ¢igek kisimlarini (sepal, petal ve ovaryum) kullanarak, direkt ve indirekt
somatik embriyogenez ve embriyogenez rejenerasyon mekanizmalariyla
mikrogogaltim a¢isindan ¢ok 6nem tasirlar (Gurel and Cakin, 2013; Shukla etal.,
2013; Khan et al., 2007; Rout et al., 2006; Mercuri et al., 2000; Jain, 1997; Pierik,
1987). Siirgiin rejenerasyon orani, bu tiiriin vejetatif segmentlerinden %90-100

arasinda belirlenmistir (Sunpui and Kanchanapoom, 2002).



Somatik embriyo olusum oranlar ise yaprak eksplantlarindan %32.7 ve
embriyonik kalluslardan ise %63.3 olarak elde edilmistir (Gurel and Cakin, 2013;
Rout et al., 2006). In vitro kosullarda ¢ogaltilan siirgiinlerin kdklenmeleri %100
oraninda belirlenmistir (Cizelge 2.1) (Gurel and Cakin, 2013; Sunpui and
Kanchanapoom, 2002).

Cizelge 2.1 Saintpaulia ionantha’da kiiltir ortami kombinasyonlart ve rejenerasyon
oranlar1 (Gurel and Cakin, 2013)

MS v . A Rejenerasyon
IBA NAA 14D BAP 1AA TDZ Zeatin | Kanlashnic 2
ot | @) | @gl) | @el) | mgl) | (mgl) | (mgl) | (mgl) | A | G e
ortam (%)
Siirgiin N "
Rejenerasyon Ortami - - - - . . 6.5 Agar 97
Kallus Tesvik Ortami + - - - - - 0,6 - Agar 94 ( Al-Hussein et al, 2006)
Kok 1 N
Tesvik Ortam: + 03 03 - - 03 - - Agar 100
Siirgiin . ;
Rejenerasyon Ortam % 1 T 3 5 y % Gelrite 10
Kallus Tegvik Ortami + - - - - = 0.5 = Agw 10 Ku:hmpom(m md2002)
Kik ;
Tegvik Ortamn 12 3 = 7 = - - - Agr 100
Siirgiin - o
Rejenerasyon Ortami . . . ! ) ’ . Gelrite “0
Kallus Tegvik Ortami + - 0.1 02 01 - - - Agar 100 (Tain, 1997)
Kék .
Tesvik Ortam: : 01 - - - - . Agar 100
Siirgiin i
Rejenerasyon Ortam 5 1 2 0 7 5 it %
Kallus Tesvik Ortamn + - 1 - - - - - Cotton 84 (Khan et al | 2007)
Kik
Tegvik Ortam " 7 : " - = - Agar 100

Lo, 1997°de Afrika  meneksesinde siirgiin organogenezini etkileyen
faktorleri arastirdiginda, eksplant tipinin (6r; petiol, sap, kok), eksplantin
fizyolojik durumunun, eksplantin yaralanmasinin ve eksplantin ortamin {izerine

konus seklinin (abaxial ve adaxial) 6nemli oldugunu vurgulamistir.

Afrika meneksesinde gerceklestirilen mikrogogaltim ¢alismalarinin ¢gogunda
siirglin rejenerasyon ortamlarinda bitki biliyiime diizenleyicileri olarak ITAA
(Indole-3-acetic acid) (Lo, 1997), Zeatin, BAP (6-Benzylaminopurine), NAA(1-
Naphthaleneacetic acid) ve TDZ (N-phenyl- N-1, 2, 3-thidiazol-5-ylurea)
kullanilmigtir. Shukla vd.(2013)’nin hazirlamis oldugu Afrika meneksesinin
mikrogogaltimi protokoliinde, MS (Murashige ve Skoog, 1962) bazal ortaminda
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2uM TDZ igerikli besin ortaminda 9 giinliik kiiltiir siirecinin sonunda bir
eksplanttan 20-28 adet yeni bitkicikler gelismistir. Sunpui ve Kanchanapoom
(2002) ve Khan vd. (2007)’nin Afrika meneksesindeki bitki rejenerasyonu
iizerine yapilan ¢alismalarinda, 3mg/L BAP ve 1mg/L NAA igerikli, MS bazal
ortaminda %100 siirgiin rejenerasyonu elde edildigi (Khan et al., 2007), 0.5mg/L
TDZ igerikli ortamda ise kallustan siirgiin rejenerasyonunun (%100) gerceklestigi

bildirilmistir (Sunpui and Kanchanapoom, 2002).

Ghorbanzade ve Ahmadabadi (2014)’nin yaptig1 bitki rejenerasyonu
caligmasinda ise modifiye edilmis MS bazal ortaminda 1mg/L TDZ ile %100
siirglin rejenerasyon basarisi elde edildigi vurgulanmistir. 2003 yilinda Mithila vd.
yaptiklar1 calismada, Afrika meneksesinde besin ortamlarindaki diisiik TDZ
konsantrasyonlarinin siirgiin organogenezini ve somatik embriyogenezi tesvik
ettigi belirtilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda 5 - 10 uM TDZ igerikli MS
ortaminda 6 giinliik kiiltiir siiresi boyunca en yiiksek siirgiin organogenezi ve

somatik embriyogenezi gozlemlenmistir.

Pack ve Han (1999)’'nin Afrika meneksesinin yapraklarini homojenize
ederek mikrogogaltimdaki somaklonal varyasyonlar1 arastirdiklart calisma
sonucunda, kiigiik bir gida 6giitiictisii ile in vitro kosullarda gelistirdikleri Afrika
menekselerinin yapraklarint homojenize ettikten sonra petrilere kiiltiire alarak
bitki rejenerasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu rejenerasyon sonucu elde edilen

bitkiciklerde somaklonal varyasyonlar (%6) tespit etmistirler.

Somaklonal varyasyonlar, bitki doku kiiltiiriinde tesvik edilen
rejenerasyonlar sonucunda genetik ve epigenetik kokenli olabilmektedir. Somatik
hiicrelerde daha once etkin olmayan ozellikleri tek gen mutasyonlari, andploidi
veya transpoze elementler araciligi ile ortaya c¢ikabilmektedir. Somaklonal
varyasyonlar genotipe, dondr bitkinin yasina, sitogenetik degisikliklere, DNA
metilasyonuna ve besin ortami icerisindeki hormonlara bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (Ghorbanzade and Ahmadabi, 2014; Jain, 1997). NAA, 2,4-D ve
Kinetin gibi bitki biiylime diizenleyicilerin yliksek konsantrasyonlarda
kullannominin da somaklonal varyasyona neden olduklar1 tespit edilmistir

(Ghorbanzade and Ahmadabi, 2014).



11

Vejetatif bitki tretimi, kallus kiiltiirti, hiicre siispansiyon kiiltiirii ve
protoplast kiiltiirii gibi in vitro’ da kullanilan yontemlerde somaklonal
varyasyonlar ve mutasyonlarin olusma olasiligi vardir (Ghorbanzade and
Ahmadabi, 2014). Organogenez ya da protoplast hiicreleriyle gerceklestirilen bitki
rejenerasyonlar1 genellikle daha ¢ok somaklonal varyasyonlara yol agmaktadir.
Bununla beraber kiiltiir siiresinin uzunlugu da somaklonal varyasyonu

etkilemektedir (Ghorbanzade and Ahmadabi, 2014; Jain, 1997).

Anter ya da mikrospor kiiltiirlerinden elde edilen haploit bitkiler, mutasyon
calismalarinda tercih edilmektedir, ¢linkli haploit bitkilerde resesif genler
gizlenmemektedir. Smith vd. (1981)’nin yaptiklar1 ¢alismada anterlerden elde
edilen haploit Afrika menekselerinin yaprak genisliklerinin ve uzunluklarinin
donor Afrika meneksesinden daha kiiglik oldugu tespit edilmistir (Norris et al.,
1982; Smith et al., 1981).

Salisilik asit (2-hidroksi asit) patojenlere kars1 direng gostermede ve ¢igek
olusumu da dahil olmak tizere birgok bitki islevini diizenlemeye yardimci
olmaktadir (Jabbarzadeh et al., 2009; Senevriatne and Wijesundara, 2007; Martin-
Mex et al., 2005). Yapilan arastirmalarda salisilik asitin bitkilerdeki bazi
fizyolojik ve biyokimyasal islemlerin kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynadi
gosterilmistir. Hatta bazi arastirmacilar tarafindan bir fitohormon olarak kabul
edilmistir (Jabbarzadeh et al., 2009; Martin-Mex et al., 2005). Afrika meneksesi
gerek cicek, gerek yaprak renk ve sekilleri bakimindan popiiler bir i¢ mekan
bitkisi olmustur. Bu yiizden c¢iceklerin saplarindaki kalis siireleri, ¢igek sayilari,
cicek boyutlar1 ve yaprak sayilar1 oldukc¢a 6nemlidir.

Martin-Mex vd. (2005)’nin Salisilik asitin (SA) Afrika meneksesindeki
cigeklenme lizerine etkilerini inceledikleri arastirmada, disiik
konsantrasyonlardaki salisilik asit (0.001uM) spreyi hazirlanarak seradaki Afrika
menekselerinin iizerlerine piiskiirtiilmiistiir. SA uygulamast sonucunda ise
uygulanan bitkilerdeki yaprak sayisi, bitki biiyiikliigii ve ¢igek tomurcuklarmdaki
say1 kontrol grubuna gore artis gosterirken, cicek agcma siiresi yine kontrol

grubuna gore kisalmistir. Jabbarzadeh vd. 2009 yilinda, Afrika meneksesinde SA
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etkilerini inceleyen benzer c¢alismada da ayni parametreler kullanilmig ve ayni

sonugclar elde edilmistir.

Seneviratne ve Wijesundara (2007)’nin Afrika meneksesindeki ¢i¢eklerin
rengini mutasyon ile degistirmeyi hedefledikleri ¢alismada, %0.06’lik kolsisin
icerikli sollisyona 22,5 saat daldirilan bitki yapraklar serada dikildikten 2 ay
sonra yeni siirgiin gelisimleri gdzlenmistir. Bitkilerin {i¢ nesli takip edilip bu
bitkilerdeki fizyolojik degisikler gozlenmistir. 18 aylik gbzlem siirecinden sonra,
ilk agan ¢iceklerin renklerinde farklilik oldugu, ancak sonraki nesillerde bu renk

farkliliginin eski haline dondiigi tespit edilmistir.

1981’ de Espino ve Vazquez, Afrika mencksesinde kolsisin ve kafeinin
bitki ¢ogaltimina ve poliploidizasyona etkilerini arastirmiglardir. Bu arastirmada
Afrika meneksesinin yapraklarindan alinan eksplantlar, uygun ortamlara kiiltiire
alinip belli konsantrasyon ve zaman periyodunda kolsisin ve kafein uygulamasina

maruz birakilmisgtir.

Kryopreservasyon yontemi ile canli bir bitki materyali, sivi nitrojende
dondurulup -196° C’de saklanarak, bu bitki materyalinin genetik kaynaginin en
giivenli ve verimli bir sekilde korunmasimni saglamak miimkiindiir.
Kryopresevasyon yontemi maliyetli bir yontem olmasina karsin uzun siireli bir
saklama yontemidir. 2004’ de Asmara vd. Afrika meneksesinde kryopresevasyon
yontemiyle siirgiin uglarinin saklanma kosullar1 {izerine ¢alismiglardir. Asmara vd.
(2004), in vitro’ da hizli mikrogogaltimi yapilan Afrika meneksesinin in vitro
kosullarda daha az yer kaplayacak sekilde saklayabilmek ve ayni zamanda doku
kiltiiriinde  saglikli  dondr bitki materyalini elde edebilmek iizere
kryopreservasyon agisindan uygun protokol olusturmayr hedeflemislerdir.
Kryopreservasyon yontemi ile in vitro kosullarda mikrogogaltimi yapilan,
hastaliktan ari bitkilerin saklanmasini ve bu bitkilerin saklanmasinda steril ve
kontrollii yer bulmadaki sikintilara karsin, biiyiik miktarlarda bitki materyalini az

bir alanda saklamay1 miimkiin kilmaktadir.
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Kryopreservasyonda dondurulan materyalin saklanma 6mrii uzundur, ancak
bu siire¢ uzadikga bitkinin rejenerasyon o6zelligi azalmaktadir. Moges vd. (2004),
Afrika meneksesinde kryopresevasyon yonteminde, %3 (w/v) Sodyum aljinat
boncuklar1 ile enkapsiile ettikleri  siirgiin  uglarin1  sivi  nitrojende
dondurumuslardir. Kryoprotektan (koruyucu) olarak %10 DMSO (Dimetil
stilfoksit) ve 0.5 M siikroz igerikli soliisyon kullanildiginda siirglin uglarinda

%100 canlilik , %80’ ninde yavas biiyiime tespit etmislerdir.

10-12°C’lerin altinda donma sicaklarina maruz kalan tropik ve subtropik
bitkilerde soguktan kaynaklanan fizyolojik yaralanmalar olmaktadir. Soguga
duyarli ekonomik éneme sahip bitkilerden bazilari; muz, avokado, misir, salatalik,
sekerkamisi, tatli patates ve domates gibi sebzelerdir. Siis bitkilerinde ise ilk akla
gelen soguga duyarli tropik bitki olan Afrika meneksesidir. Sogugun neden
oldugu fizyolojik zarar ise; fide canliligin azalmasi ve metabolizmasinin
yavaslamasindan kaynakli olarak bitki gelisiminin yavaslamasidir. Saltveit ve
Hepler (2004) yaptiklar1 ¢alismada, 1s1 soku ve soguk stresinin neden oldugu
zararlarin giderilmesi lizerinde durmuslardir. Yapilan ¢alismada soguk nedeniyle
dokulardaki Ca" iyonlarmin gecisi engellenirken, 6 dakika boyunca 45°C’lik bir
1s1 soku uygulanan dokularda, % 50’lik iyon akiginin yeniden canlandigi tespit

edilmistir.

2.3. Protoplast izolasyonuna Yonelik Yapilan Baz1 Cahsmalar

Hiicre duvarlarimin uzaklastirildigi ve sadece plazma membram (zar) ile
gevrilen hareketli bir sitoplazmaya sahip hiicreler “protoplast” olarak ifade
edilmektedirler (Winkelmann and Grunewaldt, 1992). Protoplast hiicreleri ¢ok
farkl1 bitki dokularindan elde edilebilmekle birlikte, yaprak mezofil hiicreleri bu
amagcla en yaygin kullanilan kaynaklardir (Hopkins 2007). Ayrica kallus ve hiicre
stispansiyon hatlar1 da yaygin kullanilan bitki materyalleridir (Winkelmann and
Grunewaldt, 1992).

Cekirdek ve organele ait genlerin yeni kombinasyonlarmi elde etmek i¢in
protoplastlardan ve farkli genotiplere ait protoplastlar arasinda gergeklestirilen

flizyonlardan siirgiin rejenerasyonu, Afrika meneksesinde genetik varyabiliteyi
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arttirmak i¢in ¢ok onemlidir (Gurel and Cakin, 2013; Afkhami-Sarvestani et al.,
2012).

Saintpaulia ionantha’da protoplastlardan in vitro siirgiin rejenerasyon
oraninin %2 ile %68 arasinda oldugu tespit edilmistir. (Winkelmann,1993;
Winkelmann and Grunewaldt, 1992, 1994, 1995(a,b), 1996). Afrika
meneksesinde doku kiiltiiriiyle rejenere edilen bitkilerdeki somaklonal
varyasyonlar %2-%10 araliginda yer almistir (Gurel and Cakin, 2013; Rout et al.,
2006).

Yaprak segmentlerinden dogrudan rejenere olan bitkilerdeki somaklonal
varyasyonlar, Afrika meneksesinde ¢igeklenme periyodu, bitki rejenerasyonu,
bitki basina cicek sayist ve ¢igek biiyiikliigii ile ilgili olarak elde edilmislerdir
(Gurel and Cakin, 2013; Jain, 1997; Hoshino et al., 1995).

Saintpaulia ionantha bitkisinde Winkelmann ve Grunewaldt (1995(a))
tarafindan yiritilen c¢alismada, 11 farkli genotipin protoplast kiltiiri
yontemindeki verimlilikleri karsilagtirilmigtir.  Yapilan c¢aligmada, in vitro
ortamlarda rejenerasyonu saglanan geng siirglinlerin yaprak dokular1 bitki
materyali olarak kullanilmistir. Genotiplerin tamaminda hiicre bdliinmesi ve
kallus olusumlar1 goézlenmistir. Bitki materyalinin genotipi ve fizyolojik
durumunun protoplast izolasyon verimi iizerinde etkili oldugu saptanmustir.
Ayrica farkli genotiplerin ve fizyolojik duruma sahip bitkilerin, protoplast
kiiltlirlerinin  olusturulmasindan sonra hiicre bdliinmesi ve kallus olusumu
asamalarinda da farkliliklar gosterdikleri saptanmustir. Bu arastirma sonucunda,
11 Saintpaulia ionantha genotipi igin protoplast izolasyon protokolii gelistirilmis
ve 11 genotipin 10 tanesi i¢in de protoplasttan bitki rejenerasyonu protokolii

olusturulmustur .

Sulzinski ve Cimakasky (1995); Saintpaulia ionantha bitkisinde etkili ve
hizl1 bir protoplast izolasyonu yontemi gelistirmek lizere calisma ylriitmiiglerdir.
Yapilan ¢alismada, bitki yapraklarinin farkli kisimlar1 protoplast izolasyonu amaci
ile eksplant kaynag1 olarak kullanilmistir. Yapraklar iki parcaya ayrilarak sapa

yakin kisimlar1 ve yapraklarin u¢ kisimlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilerek protoplast
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izolasyon verimliligi ele alinmistir. Enzimatik protoplast izolasyonunda izolasyon
verimliliginin arttirtlmast i¢in %2-7 konsantrasyonlarinda mannitol uygulamasi
denenmistir. Calisma sonucunda yaprak kesimlerine gore protoplast verimlerinin

de farkli oldugu goriilmiistiir .

Hoshino vd. (1995)’nin yaptiklari ¢alismada ise Saintpaulia ionantha hiicre
kiiltiirlerinden elde edilen protoplastlardan tam bitki rejenerasyonu hedeflenmistir.
Saintpaulia ionantha’ ya ait yaprak eksplantlar1 kallus olusturma amaci ile 1 mg/L
2,4-D ve 2 g/L kasein hidrolizat i¢ceren B5 ortami igerisinde kiiltiire alinmistir.
Elde edilen kalluslarda 1 mg/L 2,4-D, 1 M Mannitol ve siikroz igeren sivi
ortamlarda hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri olusturulmustur. Bu hiicre kiiltiirleri
protoplast kiiltiirleri icin bitki materyali kaynag1 olarak kullanilmustir. Izole edilen
protoplastlardan 2 ay igerisinde mikrokoloniler olusmustur. Elde edilen mikro
kalluslar ilk 2 ay 1 mg/L NAA ve 1 mg/L BA igeren ortamda, daha sonraki 4 ay
ise 1 mg/L NAA ve 5 mg/L BA igeren ortamda kiiltiire alinarak bitki
rejenerasyonu saglanmistir. Rejenere olan bitkicikler sera ortaminda aklimatize

edilmislerdir.

Protoplast izolasyonu ve kiiltliri ¢aligmalar1 Saintpaulia ionantha tiirii
disinda bir¢ok bitki tiirinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ling vd. 2009
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Orthosiphon stamineus geleneksel adi ile ‘kedi
biy1g1’ bitkisinde protoplast izolasyon iizerine ¢alismislardir. Bu calismada bitki
materyali olarak in vitro siirgiinler kullanilmigtir. Eksplant yas agirliginin, bitki
dokusu tipinin ve enzim konsantrasyonunun protoplast izolasyon verimliligi
tizerinde inkiibasyon siiresi kadar etkili olduklar1 gdsterilmistir. Bu amagla, in
vitro Dbitki materyallerinin koklerinden, govdelerinden ve yapraklarindan
protoplast izolasyonu gerceklestirilmistir. En basarili izolasyon yaprak
ekplantlarinin kKullanildigi ¢alismalardan elde edilmistir. Ayrica kullanilan bitki
materyali yas agirliginin protoplast verimliligi (hiicre sayisi/bitki materyali yas
agirhigl) iizerine etkisi oldugu saptanmistir. Bu amagla 0.05, 0.1, ve 0.15 g yas
agirliga sahip eksplantlardan en yiiksek verimlilik 0.5g  yas agirliktaki
eksplantlarla yapilan izolasyonlardan elde edilmistir. Ayrica ozmotik basinci
dengelemek i¢in kullanilan sorbitol konsantrasyonunun da protoplast verimliligi

tizerine etkili oldugu gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada, 0.5, 1, 1.5 M sorbitol
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kullanilan izolasyonlarda en basarili sonucunun 1.5 M sorbitol kullanilan

denemelerden elde edildigi ifade edilmistir (Ling et al., 2009).

2.4. Protoplast Fiizyonu ve Somatik Hibridizasyon

Uygun kosullar altinda iki farkli kaynaktan elde edilen protoplastlarin ve
cekirdeklerin  uygun yOntemlerle kaynastirilmalar1  sonucunda (fiizyona
ugratilarak) elde edilen tek bir hibrit hiicreye “somatik hibrit” adi verilmektedir.
Somatik hibrit terimi, eseysel hiicreler (sperm, yumurta) yerine somatik (vejetatif)
hiicrelerin kaynasarak olusturduklar1 hibrit hiicre olarak tanimlanmaktadir

(Hopkins 2007).

Somatik hibrit elde edilmesi i¢in kullanilan ¢ok farkli fiizyon yontemler

bulunmaktadir.

2.4.1. Spontan fiizyon

Bu tiir flizyonlara genellikle farkli tilirlere ait protoplastlar ayni enzim
sollisyonu igerisinde izole edilirken karsilasilir. Heniiz enzim soliisyonu igerisinde
bulunan farkl tiirlere ait, 6zellikle gen¢ yapraklardan elde edilen protoplastlarda

kolaylikla gergeklesebilmektedir (Giirel vd., 2013).

24.2. Mekanik fiizyon

Bu yontemde protoplastlar herhangi bir kaynastiricti ajana ihtiyag
duyulmadan, protoplastlar mekanik etki ile birbirlerine yaklastirilarak

kaynagmalar1 saglanmaktadir (Giirel vd., 2013).

2.4.3. Uyarilms fiizyon

Protoplastlarin; NaNOs, yapay deniz suyu, lizozim, yiiksek pH/Ca++,
polietilen glikol (PEG), antikorlar, polivinil alkol, elektriksel akim, dekstran ve
dekstran siilfat, yag asitleri ve esterleri gibi flizyon uyarici ajanlarla uyarilarak

fiizyona ugratilmalarini saglayan yontemdir (Giirel vd., 2013).



17

2.4.4. Elektrofiizyon

Bu yontemde protoplastlar farkli biiyiikliikte ve tipteki elektrik akimlarina
maruz birakilarak kaynastirilmaktadir (Verma et al., 2008) . Bu fiizyon yontemi
diger yontemlere gore daha secici bir flizyon olanagi saglar. Ayrica diger
yontemlerde uyarici ajanlarin olusturabilecegi sitotoksik etkiler de goézlenmez

(Giirel vd., 2013).

2.4.5. Polietilen glikol (PEG) ile kimyasal fiizyon

Polietilen glikol kullanilarak gerceklestirilen fiizyon yontemi elektrofiizyon
yonteminden daha yaygin kullanilan bir yontemdir (Giirel vd., 2013). Bu
yontemde uygun iyon kombinasyonda ve konsatrasyonunda iyon (P*, Ca™ vb.) ve
PEG c¢ozeltisi igerisinde protoplastlarin adhezyonlarinin arttirilarak birbirlerine
yaklagmasi ve kaynasmasi saglanir (Verma et al., 2008). Fiizyon ¢ozeltisi
icerisindeki PEG konsantrasyonu ¢ok onemlidir. Diisiik konsantrasyonlarda PEG
kullanim1 fiizyon basarisini, yliksek konsantrasyonlar ise hiicrelerin canlilik ve

rejenerasyon ylizdelerini olumsuz yonde etkileyecektir.

Afkhami-Sarvestani vd. (2012), Afrika menesesi (Saintpaulia ionantha) ve
Streptocarpus da protoplast izolasyonu ve flizyonu gerceklestirmislerdir. PEG
6000 (%30) ile gergeklestirmis olduklar1 fiizyon sonucunda ise %36 ikili fiizyon

orani elde edildigi bildirilmistir.

Glinlimiizde protoplast flizyonu birgok bitkide uygulanmis ve bir¢ok tiirde
somatik hibritler elde edilmistir. Rezazadeh vd. tarafindan 2011 yilinda yiiriitiilen
caligmada, mango bitkisinden (Mangifera indica L.) elde edilen proembriyonik
yapilardan ve sera ortamindaki bitkilerden saglanan yapraklardan protoplast
izolasyonu ve protoplast flizyonu araciligi ile somatik hibridizasyon saglanmistir.
Bu amagla ‘Kensington Pride’ ¢esidinin ‘Haden’, ‘Tommy Atkins’ ve ‘Keitt’
cesitleri ile olusturdugu melezler kullanilmistir. Yaprak dokular1 sera ortaminda
bulundurulan bitkilerden saglanmistir. Proembriyolar ise olgunlagsmamis
meyvelerin ¢ekirdeklerinden elde edilmislerdir. Protoplast izolasyonunda,
protoplast yikama ¢ozeltisi olarak, CPW (Cell and Protoplast Washing) soliisyonu
kullanilmistir. Proembriyonik yapilar i¢in 0.7 M ve yapraklar i¢in ise 0.5 M
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ozmolaritede Mannitol kullanilirken, enzim ¢dzeltisi i¢cin 1.5% Selillaz R-10
(Yakult Honsha Co., Japan), 1.0% Hemiseliilaz (Sigma) ve 0.75% Macerozim
(Yakult Honsha Co., Japan) proembriyonik yapilar i¢in 1.5% Macerozim ise
yapraklar icin hazirlanmstir. izolasyon sonrasinda 6x10° protoplast/mL olacak
sekilde hazirlanan protoplast ¢ozeltisi petri kaplari tizerinde yaklasik 100pL’lik
damlalar halinde damlatilmislardir. Damlatilan protoplast ¢ozeltisi 20 dakika
boyunca protoplastlarin ¢okmesi i¢in beklendikten sonra PEG c¢ozeltisi (0.6 M
Glikoz, 10 mM CacCl,.2H,0, 0.7 mM KH,PQO4, pH 8.0) her bir damlanin iizerine
damlatilarak fiizyon gerceklestirilmistir. Flizyona ugratilan protoplastlardan hiicre
boliinmeleri, mikrokallus olusumlari ve somatik embriyogenez araciligi ile tam

bitki olusumu saglanmistir .
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu c¢alismada, bitkisel materyal olarak ticari olarak satilan Afrika
meneksesinin (Saintpaulia ionantha) hem in vivo mor ve beyaz ¢igekli bitkileri
hem in vitro mikrogogaltilan bitkicikleri kullanilmistir (Sekil 3.1). Apikal siirgiin
etrafindaki gen¢ yapraklar eksplant kaynagi olarak degerlendirilmislerdir.

Sekil 3.1 Mor ve beyaz ¢icekli Afrika menekseleri (Saintpaulia ionantha)

3.2. Yontem

3.2.1. In vivo yaprak eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyonu

Saksida (in vivo) yetistirilen Afrika menekselerinin geng yapraklar yaprak
saplar ile birlikte kesilerek alinmistir. Geng yapraklarin sterilizasyonunda 4 farkl
sterilizasyon protokolii denenmistir. Bu protokollerde sterilant olarak %70’lik
alkol ¢ozeltisi, %0.1°1ik civa kloriir (HgClz), %0.5’lik sodyum hipoklorit (NaOCI)
ve %100’lik Crystalin® (NPS firmasi tarafindan iretilen, aktif maddesi

hipoklor6z olan bir ylizey temizleyicisi) kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Afrika meneksesinin yapraklan tiiyli olduklar igin, saplartyla birlikte
alinan yapraklar ¢esme suyuyla iyice yikanarak sterilizasyonda kullanilacak olan

coOzeltilerin bitki materyali ile daha etkili bir sekilde temas etmeleri saglanmastir.
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Ik sterilizasyon protokoliinde (ST1), akan su altinda iyice yikanan

yapraklar, %70’lik alkol ¢ozeltisi igerisinde 1-2 dakika siire ile calkalanarak
bekletilmislerdir. Ardindan alkol ¢ozeltisinin igerisinde alinan yapraklar durulama
yapilmadan  %0.1’lik civa kloriir (HgCly) c¢ozeltisinde 25 dakika boyunca
calkalanarak tutulmuslardir. HgCl, ¢ozeltisinden ¢ikartilan yapraklar, steril saf su
icerisinde 2 dakika siireyle ¢alkalanarak durulanmislardir. Durulama islemi 3 kez

tekrar edilmistir (Cizelge 3.1).

Ikinci sterilizasyon protokoliinde (ST2) ise yine akan su altinda yikanan

yapraklar, % 70’lik alkol ¢ozeltisi igerisinde 1-2 dakika boyunca calkalanarak
bekletilmislerdir. Yapraklar, daha sonra 1-2 damla tween 20 ilave edilen %0.5’lik
sodyum hipoklorit (NaOCl) c¢ozeltisi igerisinde 25 dakika siireyle
calkalanmiglardir. Ardindan 2 dakika boyunca steril saf su icerisinde ¢alkalanarak

durulama islemi yapilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir (Cizelge 3.1).

Uciincii_sterilizasyon protokoliinde (ST3) yine akan su altinda yikanan

yapraklar, % 70’lik alkol ¢ozeltisi igerisinde 1-2 dakika boyunca calkalanarak
bekletilmislerdir. Sonrasinda %100’liik Crystalin® igerisinde 25 dakika stireyle
hafifce calkalanarak birakilmiglardir. Crystalin® sivist igerisinden ¢ikartilan
yapraklar steril saf su igerisinde 3 kez 2’ser dakikalik stireler icerisinde hafifce

calkalanarak durulanmislardir (Cizelge 3.1).

Dordiincii sterilizasyon protokoliinde (ST4) ise akan su altinda yikanan

yapraklar, % 100’liikk Crystalin® sivis1 i¢erisinde 20 dakika hafif¢e galkalanarak
bekletilmiglerdir. Bu islem, 3 kez tekrar edildikten sonra Crystalin igerisinden
cikartilan yapraklar %0.1°lik HgCl, ¢ozeltisi icerisinde 25 dakika siireyle hafifce
calkalanarak bekletilmistir. HgCl, ¢ozeltisinden ¢ikartilan yapraklar 3 kez her biri
2’ser dakikalik stirelerde steril saf su igerisinde hafifce ¢alkalanarak

durulanmislardir (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1 Afrika meneksesinde (Saintpaulia ionantha) uygulanan yiizeysel sterilizasyon
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islemleri
Yiizeysel . q
S | ol skl 960.1'likk HgCl | Crystalin® | Durulama
o A Alkol Tween 20
Islemleri
ST1 1-2dk - 25dk - 3x2dk
ST2 1-2dk 25dk - - 3x2dk
ST3 1-2dk - - 25dk 3x2dk
ST4 . . 25dk 3x20dk -
3.2.2. In vitro ortamda baslangig kiiltiirlerinin olusturulmasi ve ¢oklu

siirgiinlerin elde edilmesi

Yiizeysel sterilizasyonu tamamlanan yapraklar, Ixlcm boyutlarinda
kesilerek siirglin rejenerasyonu i¢in belirlenen ortamlara her bir kiiltiir kabinda

2’ser adet eksplant olacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Afrika meneksesinde kiiltiire alinan yaprak eksplantlar
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3.2.3. Coklu siirgiin besin ortami hazirlanmasi

Afrika meneksesi bitkisinde yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu
elde etmek i¢in ti¢ farkli besin ortami1 denenmistir. Bu denemelerde bazal besin
ortami olarak MS (Murashige and Skoog, 1962) kullamilmistir (Cizelge 3.2).
Farklt hormon kombinasyonlariyla olusturulan siirgiin rejenerasyonuna yonelik
besin ortamlar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. SP, GS ve MS olarak kodlanmis ii¢
ortamdan SP ortami, 2008 yilinda Daud ve Taha’'nin yaptigi calismada
kullandiklar1 bir ortamdir (Daud and Taha, 2008).



Cizelge 3.2 MS bazal besin ortamimnin igerdigi bilesikler ve miktarlari (Murashige and

Skoog, 1962)
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Bilesikler Miktarlar (mg/L)
KNO; 1900
NH;NO; 1650
MgS0O,.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
KH,PO, 170
MnSO,.4H,0 22.3
Kl 0.83
H3BO; 6.2
ZnS0,4.7H,0 8.6
CuS0,4.5H,0 0.025
Na,Mo00,.2H,0 0.25
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0O 27.8
Tritriplex(Na,EDTA) 37.3
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Thiamin-HCI 0.1
myo-inositol 100
Glisin 2.0
Siikroz 30000

Cizelge 3.3 Siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan besin ortamlar: ve icerikleri

Bitki Biiyiime

Ortam Bazal Diizenleyicileri Siikroz Agar -

P
Kodu Ortam (mg/L) (g/L) (g/L)
BAP NAA

GS MS 2 0.5 30 G 55
sP MS 2 1 30 i} 5.8
MS MS - - 30 i} 5.8
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Siirgiin rejenerasyonu ic¢in eksplantlar 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik
fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liks 151k siddetinde kiiltiire alinmiglardir. 2
haftanin sonunda elde edilen yeni siirgiin 6bekleri 4-5 yaprakl siirglin 6beklerine

boliinerek ikiser haftalik araliklarla altkiiltiire alinmislardir.

3.2.4. Coklu siirgiinlerin koklendirilmesi ve aklimatizasyonu

Gelismekte olan ¢oklu siirgiinler, 2 haftalik kiiltiir siiresinin sonunda bitki
biliylime diizenleyicileri igermeyen MS ortami igerisinde 16 saat aydinlik/8 saat
karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liiks 151k siddetinde kiiltiire alinarak
koklenmeleri saglanmistir (Sekil 3.3a). Koklenen bitkiler, 4 cm caplh kagit ile
sarili paper potlardaki 1:2 (v/v) oranda torf/perlit karisimina dikilmislerdir (Sekil
3.3b). Aklimatizasyon, yapay 1siklandirilmis ortamda yine 16 saat aydinlik/ 8 saat
karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liikks 151k siddetinde gerceklestirilmistir.
10 giinliik aklimatizasyon siirecinin ardindan bitkiler dogrudan 1:2 (v/v) oraninda

torf/perlit karigimini igeren 11 cm ¢apindaki saksilara dikilmislerdir.

Sekil 3.3 Koklenmis bitki (a) ve aklimatize edilmig bitkiler (b)
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3.2.5. Protoplast izolasyonu

Protoplast izolasyonu, Afrika meneksesinin yaprak mezofil hiicrelerinden
gerceklestirilmistir. Bu amagla, in vivo bitkilerden ve in vitro ¢oklu siirgiinlerden

alian yaprak eksplantlar1 kullanilmigtir.

In vivo’dan alinan Afrika mencksesinin geng yapraklart uygun yiizeysel
sterilizasyon yontemiyle sterilize edildikten sonra yaprak petiyolleri, steril bistiiri
ile kesilerek uzaklastirilmistir. Petiyollerinden arindirilan yapraklar tartilarak 1 g
olacak sekilde 22 mm c¢apindaki cam steril petriye alinmislardir. In vitro 'dan
alinan Afrika meneksesinin yapraklar ise sterilize edilmeden, steril cam petrilere
1 g yaprak olacak sekilde aktarilmistir. Hazirlanan 1 g’lik yaprak eksplantlar1 yine

bisturi yardimi ile miimkiin oldugunca kiiciik parcalara ayrilmistir.

3.2.5.1. Protoplast izolasyonu éncesi 6n uygulama

In vivo ve in vitro kosullarda bulunan mor ve beyaz ¢igekli Afrika
meneksesi yapraklart 6n uygulama agisindan iki gruba ayrilmiglardir. Bu
gruplardan birinde 6n uygulama, yaprak eksplantlarinin protoplast izolasyonu
oncesinde %7 (w/v) Mannitol’ de 1 saat boyunca bekletilmeleri ile
gerceklestirilmistir. Diger gruba ise protoplast izolasyonu oncesi herhangi bir

uygulama yapilmamugtir.
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3.2.5.2. Enzim karisiminin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

On uygulama asamasindan sonra protoplast izolasyonu igin enzim karisimi
hazirlanmigtir. Enzim soliisyonu; %2 (w/v) Seliillaz (Sigma, from Aspergillus
niger), %2 (w/v) Hemiseliilaz (Sigma, from Aspergillus niger), %1 (w/v) Pektinaz
(Sigma, from Aspergillus niger) ve %7 (w/v) Mannitol (Sigma) igermistir ve

pH’s1 5.8 olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Enzim soliisyonu igerigi ve miktarlari

Enzim Cesitleri Miktar (W/V)
Seliilaz (Sigma) %2
Hemiseliilaz (Sigma) %2
Pektinaz (Sigma) %1
Mannitol (Sigma) %7

Hazirlanan enzim soliisyonu; 0.20 pm’lik steril siringa ucu filtre (Sartorius
Stedim, Minisart® Hydrophilic Syringe Filter) ve steril 10 mL’lik siringa
(Omnifix®) aracilig ile filtre edilerek sterilize edilmistir. Sterilize edilen enzim
karisimindan alinan 10 mL soliisyon, bistiiri yardim ile iyice kii¢lik parcalara

ayrilmis olan 1 g yaprak parcalarinin iizerine ilave edilmistir.

Cam petrilerdeki enzim ve yaprak karisimlari; ¢alkalayicida (70 rpm) farkli
sirelerde (13 saat, 14 saat, 15 saat ve 16 saat) inkiibe edilmistir. Enzim
inkiibasyonu siiresince yaprak ve enzim karigimi oda sicaklifinda (24°C) ve
karanlikta bekletilmistir. Bu siire i¢inde enzim karisimi bitki hiicre duvarim
parcalayarak protoplastlarin agiga ¢ikarmaktadir. Inkiibasyon siirecinin sonunda
lyice pargalanan yapraklar (Sekil 3.4a), steril MESH (45uM) ile siiziilerek,
15mL’lik steril falkon tiiplerine (Sekil 3.4b) aktarilmistir. Falkon tiiplerine alinan
hiicre siispansiyonlarinin tizerine %5 (w/v)’lik Mannitol soliisyonu 15 mL’ye

tamamlanacak sekilde ilave edilmistir.
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Sekil 3.4 Inkiibasyon siireci sonunda olusan protoplast siispansiyonun (a) petrideki ve (b)

15 mL’lik falkondaki goriiniimii

3.2.5.3. Protoplastlarin saflagtirilmasi

%5 Mannitol (w/v) soliisyonu ile 15 mL’ye tamamlanan protoplast
siispansiyonu (Sekil 3.5a) 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek,
protoplastlarin falkon tiipiiniin dibine ¢6kmeleri saglanmistir (Sekil 3.5b). Dibe
coken protoplastlarin iizerindeki sivi (siipernatant) pipet yardimiyla alinmig ve
lizerine yikama soliisyonu olarak adlandirilan CPW (Cell and Protoplast Washing)
soliisyonu ilave edilmistir (Bilkey et al., 1982) (Sekil 3.5 ve Cizelge 3.5).

Supernatant

Pellet

Sekil 3.5 Protoplast saflagtirma agamasi (a) %5 Mannitol(w/v) soliisyonu ile 15 mL’ye
tamamlanmig protoplast stspansiyonu ve (b) santrifiijlemenin ardindan 15
mL’lik falkon tilipiiniin dibine ¢okelen protoplastlar
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Cizelge 3.5 Protoplast izolasyonunda kullanilan yikama soliisyon (CPW) bilesikleri ve
konsantrasyonlar1 (pH: 5.8) (Bilkey et al., 1982).

CPW BILESIKLER KONSANTRASYON (mg/L)
KNO: 101
CaCLH:0 1.480
MgS0s H:0 2461
KH; POy 272
KI 0.16
Mannnitol 7000

CPW soliisyonu, yine falkon tiipine 15 mL’ye tamamlanacak sekilde ilave
edilerek 1000 rpm’de 10 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Santrifiijleme
sonrasinda protoplastlar falkonun dibine ¢6kerek pellet olusturmustur (Sekil 3.5).
Pelleti sarsmadan ve hareket ettirmeden, supernatan mikropipet (1000ul)
yardimiyla alinmistir (Sekil 3.5). %5’lik Mannitol (w/v) ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Yine 15 mL’ye tamamlayacak sekilde ilave edilen %5’°lik
Mannitol (w/v), 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Tekrardan
supernatant dikkatlice mikropipet yardimiyla ¢ekilmis ve yine %5°lik Mannitol
(w/v) eklenerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Mannitol ile yikama islemi 3

kez tekrarlanmistir.

3.2.5.4. izole edilen protoplastlarin sayim

Son yikama igleminden sonra supernatan atilmis ve pellet tekrar slispanse
edildikten sonra 0.1pL protoplast 6rnegi alinarak protoplast sayimi yapilmistir.
Olympos 151k mikroskobunda (40x), 0.Imm’lik Neubauer hemositometrisiyle
protoplast sayimi gergeklestirilmistir. Sayim yapilan protoplastlarin, 1 mL’de ne
kadar protoplast oldugu hesaplanmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 izole edilen protoplastlarin hemositometre ile saymm (a)l0x ve (b)40x 151k

mikroskobunda hemositometrideki protoplastlarin gériiniimii

3.2.5.5. Izole edilen protoplastlardan mikrokallus olusumu

In vivo ve in vitro kosullarda yetistirilen mor ve beyaz Afrika
menekselerinden izole edilen protoplastlardan mikrokallusun tesvik edildigi
ortamlar, Winkelman ve Grunewaldt (1995)’in ¢aligmasinda belirtilen ortamlar
esas alinarak ve bazal ortami1 MS ile degistirilerek kullanilmistir (Cizelge 3.6).
Petrilere protoplastlar, 1x10* protoplast/mL sayida protoplast olacak sekilde
kiiltiire alinmislar, iizerlerine 10 mL PR1 ortami ilave edildikten sonra
parafilmlenerek aliiminyum folyo ile sarilmiglar ve 1 hafta boyunca calkalayicida
(70 rpm) birakilmiglardir (Cizelge 3.6). Bir hafta sonra, PR1 ortam1 degistirilerek
yerine PRla ortami kullamilmistir (Cizelge 3.6). Protoplastlarin inkiibasyon
sliresince petriye yapigmalarindan dolayi, protoplastlar hareket ettirilmeden
mikropipet yardimiyla protoplast kiiltiiriiniin ortami1 degistirilmistir. Bir hafta
sonra da bu kez protoplast kiiltiiriiniin ortam1 PR1b ortami ile degistirilmistir
(Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6 izole protoplastlardan mikrokallus tesvik edici ortamlar ve igerikleri

Bitki Biiyiime
Ortam Bazal Diizenleyicileri
Siikroz Agar
Kodu Ortam (mg/L)
NAA BAP
PR1 MS 125 g/L 1 mgT. 1 mg/L. -
PRla MS 90gL | 05mgl | 0.5 mgL -
PR1b MS 65gL | 05mgL | 0.5 mgL 6g/L

3.2.6. Protoplast fiizyonu

In vivo ve in vitro’dan alinan beyaz ve mor ¢icekli Afrika menekselerinin
yaprak mezofil hiicrelerinden izole edilen protoplastlar fiizyona ugratilmadan
6nce, esit sayida (5x10% sayida) protoplast siispansiyonlari olusturulmustur.
Protoplast karisimlari, iki farkli PEG (Polietilen Glikol) ¢esidi (PEG 6000 ve
8000) kullanilarak fiizyona ugratilmiglardir.

Her iki ¢esit PEG denemesinde de, 15mL’lik falkon tiiplerinin igerisine esit
protoplast sayilarinca eklenen protoplast siispansiyonlarinin iizerine hazirlanan
PEG karigimi (8 mL) eklenmistir. PEG karisimi, PEG 6000 (%40) ve PEG 8000
(%40) olmak tizere iki ayr1 karisim olarak hazirlanmistir. Her iki PEG ¢esidinde
de, protoplast ve PEG karisimina 20 dakika boyunca, 5’er dakika araliklarla elde
hafif dondiirme hareketi yapilmistir.

20 dakikanin sonunda fiizyona ugratilmis protoplastlar, protoplast
izolasyonunda da kullanilan CPW yikama soliisyonuyla 15mL’ye tamamlanarak,
1000 rpm’de 10 dakika silireyle santrifiij edilerek yikanmistir. %35°lik
Mannitol(w/v) ilavesi yapilan flizyona ugratilmig protoplastlar tekrar 1000
rpm’de 10 dakika daha santrifiij edilmistir ve santrifiijj sonrast supernatan

atilmistir.
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3.2.6.1. PEG 6000 ve 8000°nin hazirlanmasi

Afrika menekselerinden izole edilen protoplastlar, PEG ( Polietilen glikol)
8000 (%40 (w/w)) ve 6000 (%50 (w/w)) (Sigma) araciligi ile flizyona

ugratilmiglardir. Fiizyon i¢in kullanilan iki adet fiizyon karigimi hazirlanmistir.

Karisim I: %40 (w/v) PEG 6000 soliisyonundan 80 mL ¢ekilmis ve {lizerine
10 mL su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 66 mM CaCl,.2H,0 (0.97 g) ve 0.3 M Glukoz
(5.41 g) karis1 eklenmistir. Bu karigim saf su ile 100 mL’ye tamamlanmigtir
(Davey and Anthony, 2010).

Karisim 11: %40 (w/v) PEG 8000 soliisyonundan 80 mL ¢ekilmis ve iizerine
10 mL su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 66 mM CaCl,.2H,0 (0.97 g) ve 0.3 M Glukoz
(5.41 g) karis1 eklenmistir. Bu karigim saf su ile 100 mL’ye tamamlanilarak

kullanilmistir (Davey and Anthony, 2010).

3.2.6.2. Protoplast ¢ekirdeklerinin floresan boyasiyla boyanmasi

Fiizyon edilmeden once izole edilmis protoplast miktarina gore boyama
yapilmistir. Protoplastlarin ¢ekirdek boyamasi i¢in Hoechst 33342 (Sigma)
floresan boyasi kullanilmistir. Hoechst floresan boyasi 1 mg/3 mL olarak
hazirlanmistir. 1 mL hacmindeki protoplast siispansiyonlarina 10 pL hazirlanan
floresan boyasi ilave edilmistir. Floresan boyanin, protoplast cekirdeklerini
boyamast i¢in 20 dakika boyunca karanlikta protoplast siispansiyonlar

bekletilmistir.

3.2.7.  Verilerin degerlendirilmesi

Calisma siiresince yapilan uygulamalar, tesadiif parselleri deneme deseni
esas alinarak iic tekerriirlii olarak diizenlenmistir. Elde edilen veriler, TARIST

istatistik programi (A¢ikgoz vd., 2004) kullanilarak degerlendirilmistir.
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4, BULGULAR

4.1. Bitki Materyalinin Yiizey Sterilizasyonu

Beyaz ve mor ¢igekli Afrika menekselerinden alinan yaprak eksplantlariyla
4 farkli sekilde sterilizasyon denemesi yapilmistir. Dort farkli sterilizasyon
yontemi arasindan %100’liikk sterilizasyon basarisin ST1 uygulamasindan elde

edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Beyaz ve mor ¢igekli Afrika menekselerine ait yaprakli eksplantlara uygulanan
sterilizasyon yontemlerinin bagar1 yiizdeleri

Steril Yaprak Eksplant Sayis1 (Adet) Steril Yaprak Eksplant Yiizdesi (%a)
Uygulanan Sterilizasyon
Sterilizasyon Basan Yiizdesi
Yintem Kodlan Bevaz Menekse Mor Menekse Beyaz Menekse Mor Menekse (%)
I 1L IIL. L | I III. I I M. L I L.
5T1 22| 22 22 22 | 22 22 100 100 100 100 100 100 100a
5T2 21| 22 21 20 | 20 21 954 100 954 91 91 95.4 94.7b
ST3 - - - - - - - - - - - - 0
5T4 18 | 18 19 19 | 17 15 81.8 81.8 86.3 86.3 77.2 86.3 83.2c

* Kiiltiire alinan yaprak eksplant sayisi tekerriir bagina 22°dir.

**Sterilizasyon yontemi i¢cin HKO degeri 7.954; LSD degeri 5.160°dir.
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1. faktoriin Afrika meneksesinin ¢esidi (mor ve beyaz) ve 2. faktoriin ise
sterilizasyon yontemleri (ST1, ST2, ST3, ST4) oldugu 3 tekerriirli tesadiif
parselleri deneme desenine gore steril yaprak eksplanti yiizde verilerine gore
uygulanan istatistiki degerlendirme sonucunda; sterilizasyon yontemleri %1’e
gore 6nemli bulunmustur (HKO= 7,954; LSD=5,160). Buna gore, %70 alkol (1-
2dk) ve %0.1’lik civakloriir (25dk)’tin kullanildigt 1 numarali sterilizasyon
yontemi (ST1) 1. grupta (% 100) yer alirken, %70 alkol (1-2dk) ve %0.5 sodyum
hipoklorit ve 1-2 damla tween 20 (25dk) igerikli 2. yontem (ST2) 2. grupta
(%94,5), %100’1ik Crystalin® (25dk) igeren yontem (ST4) 3. grupta (%82,7) yer
almistir. %0.1°1ik civakloriir (25dk) yonteminde (ST3) ise hig¢ steril yaprak
eksplanti elde edilmemistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Beyaz ve mor ¢icekli Afrika menekselerinde steril yaprak eksplant

yiizdeleriyle ilgili varyans analiz sonuglari

F F
Bulunan
Serbestlik | Kareler | Kareler Tablo | Tablo
Varyasyon kaynag F
Derecesi | Toplamu | Ortalamasi . Degeri | Degeri
egeri
(%03) | (%el)
Bithki Cesiti 1 16.627 16.627 2.090ns | 4.960 | 10.040
Sterilizasyon Yontemm 3 931923 | 310641 |[39.055%*| 3.710 | 6.550
Bitki Cesiti * Stenlizasyon Yontemi 3 18.214 6.071 0.763ns | 3.710 | 6.550
Hata 10 79.540 7.954
Genel 17 1046305 61.547

*= 0:0,05 6nemlilik diizeyi
**= :0,01 onemlilik diizeyi

ns= anlamsiz
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4.2. Afrika  Meneksesinde Coklu Siirgiinlerin Elde Edilmesi,

Koklendirilmesi ve Aklimatizasyonu

Sterilize edilen yaprak eksplantlar1 3 farkli bitki rejenerasyon ortamina
aktarilmiglardir. Bu ortamlardan, 2mg/L BAP ve 1mg/L NAA bitki biiylime
diizenleyicilerini iceren SP ortaminda % 93.8’lik siirgiin rejenerasyon basarisi
saglanirken, 2mg/L. BAP ve 0.5mg/L NAA bitki biiylime diizenleyicilerini igeren
GS ortamu ise %54°lik bir siirgiin rejenerasyonu gergeklestirmistir. Bitki biliylime
diizenleyicileri igermeyen MS ortaminda ise silirgiin rejenerasyonu elde

edilmemistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan besin ortamlar1 ve siirgiin olusturma

basarist
Siirgiin Olusturan Yaprak Eksplant Siirgiin Olngturan Yaprak .
Sayist (Adet) Eksplant Yiizdesi (%) Siirgiin
Siirgiin : Oluzturma
ster_asynn Bevaz Mor Bevaz Mor Bag-a.l;lﬁ()rt.
Ortam Kodlan Menekse Menekse Menekse Menekse
L | II. | I L | II. | IIL L 1L IIL. L 1L IIL
5P 21| 19 19 21| 2 2 5.4 26.3 863 | 934 100 100 Qda
GS 13 | 10 18 10 g 1 60 454 863 | 454 3583 30 337

* Kiiltiire alinan yaprak eksplant sayisi tekerriir bagina 22°dir.

**Besin ortami igin HKO degeri 170.959; LSD degeri 27.997 dir.
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1. Faktoriin Afrika meneksesinin ¢esidi (mor ve beyaz) ve 2. faktoriin ise
slirgiin rejnerasyon besin ortami oldugu 3 tekerriirlii tesadiif parselleri deneme
desenine gore slirglin rejenerasyonu ylizde verilerine gore uygulanan istatistiki
degerlendirmede; kullanilan besin ortami %1’e gére 6nemli bulunmustur (HKO=
170,959; LSD=27,997;). Buna gore, 2mg/L BAP ve Img/L NAA igerikli MS
bazal ortamimin (SP) kullanildigi 1 no’lu besin ortami 1. grupta (%93.8) yer
alirken, 2mg/L BAP ve 0.5mg/L NAA igerikli MS bazal ortam igerikli (GS) besin
ortami1 2. grupta (%54) yer almistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri icermeyen MS
bazal ortam (MS) igerikli besin ortaminda ise hig¢ siirgiin elde edilememistir.
(Cizelge4.4).

Cizelge 4.4 Beyaz ve mor ¢igekli Afrika menekselerinde siirgiin rejenerasyon yiizdeleriyle

ilgili varyans analiz sonuglari

F F
Bulunan
Serbestlik | Kareler | Kareler Tablo | Tablo
Varyasyvon Kaynag F L. L.
Derecesi | Toplam | Ortalamasi s Degeri | Degeri
egeri
(%5) | (%el)
Bitk1 gesiti 1 88.563 88.563 0.518ns | 5950 | 13.750

Besin ortami 4800.000 | 2400.000 | 14.038%*| 5.140 | 10.920
Bitki gesiti * Besin Ortanu 636.563 | 318282 | 1.862ns | 5.140 | 10.920
Hata 6 1025753 | 170959
Genel 11 6550.880| 595.535

I

I

*= :0,05 6nemlilik diizeyi
**=0:0,01 dnemlilik diizeyi

ns= anlamsiz
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Sterilize edilen yaprak eksplantlart siirgiin rejenerasyon ortamlarina
konulduktan 2 hafta sonra siirgiin rejenerasyonlar1 gerceklesmistir (Sekil 4.1a ve
b). Siirgiin rejenerasyonu gergeklestirilen eksplantlar 4-5 yaprakli Obeklere
béliinerek 2 haftalik araliklarla altkiiltiire alinmislardir (Sekil 4.1c, d, e ve f). Iki
hafta sonra gelisen siirglinler biiylime diizenleyicileri igermeyen temel MS
ortamina aktarilarak koklendirilmislerdir (Sekil 4.1g, h ve 1). Bu MS ortami
igerisinde %100’liik koklendirilme basarisi elde edilen ¢oklu siirgiinler 3 haftanin

sonunda in vivo’ya aktarilmaya hazir hale gelmistir.

Uc haftalik kiiltiir boyunca MS ortaminda koklendirilen siirgiinler Sekil
4.2a’daki gibi torf/perlit karisimi igeren paper pot’lara dogrudan dikilmistir.
Dikilen bitkiler 2. haftada Sekil 4.3b’deki gibi ve 3.haftada ise Sekil 4.2c’de
gosterildigi gibi gelisim gostermislerdir. Torf/perlit karisimi paper pot’lara
aktarilan  koklendirilmis ¢oklu stirgiinlerden. %100 basar1 saglanarak
aklimatizasyon basar1 saglanmistir. Dort haftalik aklimatizasyon siireci sonunda
bitkiler yine %100’liik basar1 ile 11ecm ¢apindaki saksilara dikilmistir (Sekil4.2d).
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Sekil 4.1 Afrika meneksesinde ¢oklu siirgiin ¢ogaltimi (a) sterilize edilmis yaprak
eksplanti, (b) 2 hafta sonra SP besin ortaminda olugan siirgiin dbekleri, (c) olusan
stirgiin dbekleri altkiiltiire alindiktan 2 hafta sonra gelisen siirgiin 6bekleri, (d) 2.
altkiiltiire alinan siirgiin 6beklerinden 2 hafta sonra gelisen siirgiin 6bekleri, (e)
stirgiinlerin 3. altkiiltiire alinmasindan 2 hafta sonra gelisen siirgiinler, (f)
Seyreltilmis siirglinlerin 4. altkiiltire alinmasindan 2 hafta sonraki gelisme
durumlart, (g, h ve 1) geligmis siirgiinlerin biiyiime diizenleyicileri icermeyen MS

ortaminda gelismesi ve koklendirilmesi



38

Sekil 4.2 In vitro’ da elde edilen koklendirilmis Afrika meneksesi bitkiciklerinin
aklimatizasyonu (a) kdoklenen bitkiciklerin torf/perlit karigimi igeren paper
pot’lara aktarilmasi, (b ve c) torf/perlit karisimina aktarilan siirgiinlerin 2 ve 3
hafta sonundaki sonundaki gelisimleri, (d) 1lcm g¢apinda, torf/perlit igeren

sakstya aktarilmis in vitro bitkicigin gelisim durumu.

4.3. In Vivo ve In Vitro Kokenli Afrika  Menekselerinden

Protoplast izolasyonu ve Mikrokallus Olusumu

Protoplast izolasyonunda in vivo ve in vitro kosullarda yetistirilen beyaz ve
mor ¢icekli Afrika meneselerine ait yapraklar kullanilmistir. In vivo ve in
vitro’dan alinan yapraklardan protoplast izolasyonu On uygulamali ve
uygulamasiz olmak iizere iki gruba ayrilarak denemeler kurulmustur. Bu gruplarin

hepsinde enzim inkiibasyon siireci ile ilgili denemeler yapilmustir.
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In vivo ve in vitro’dan alinan yapraklar, protoplast izolasyonu igin cam
petrilere 1’er g olacak sekilde gruplandirilmistir. Petrilere konulan yapraklar
bistiiri ve pens yardimiyla ince ince kiyilarak bir grubu %7°lik Mannitol(w/v) ile
izolasyon Oncesi On uygulamaya tabi tutulmus, diger grup ise herhangi bir
uygulamaya maruz birakilmadan dogrudan enzim soliisyonu ile muamele edilerek
inkiibasyon siireci baglatilmistir. Biitiin gruplara, % 1 Pektinaz, %2 Hemiseliilaz
%1 Seliilaz ve %7’lik Mannitol(w/v) igerikli enzim karisimindan ilave edilmistir.
Enzim inkiibasyon siireci i¢in 13, 14, 15 ve 16 saatlik denemeler kurulmustur. Bu
denemelerin  hepsi  karanlik sartlarda ve g¢alkalayictda 70 rpm’de
gergeklestirilmistir ( Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

In vitro ’da iiretilen Afrika menekselerinden alinan yaprak eksplantlarindan

%7’lik Mannitol(w/v) ile 6n uygulamali en yiiksek protoplast izolasyonu, beyaz

cicekli Afrika meneksesinden ve 13 saatlik enzim inkiibasyon siirecinin ardindan
42x10° olarak elde edilmistir. On uygulamali en az protoplast sayisi 1x10° olarak
mor ¢icekli Afrika  meneksesinde, 16 saatlik inkiibasyon siireci sonunda

gozlemlenmistir (Cizelge 4.5).

In vitroda iiretilen Afrika menekselerinden alinan yaprak eksplantlarindan

Oon uygulamasiz en yiiksek protoplast izolasyonu, mor ¢icekli Afrika

meneksesinden ve 14 saatlik enzim inkiibasyon siirecinin ardindan 94x10° sayida
protoplast olarak elde edilmistir. On uygulamasiz en az protoplast sayisi 2x10°
olarak mor ¢igekli Afrika meneksesinde, 16 saatlik inkiibasyon siireci sonunda

gozlemlenmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Beyaz ve mor ¢igekli Afrika menekselerinde 6n uygulama ve enzim

inkiibasyon siirelerine gore in vitro kokenli izole edilen protoplast sayilart

Mannitol Ile
Yaprak - Inkiibasyon Izole Edilen
Genotip | Ekpslant " Enzim karizim Siiresi Protoplast Sayis1
Miktann | Uygulama (Saat) | (Protoplast/mL)
Durumu
13 40x10°
14 IxllF
Mor
13 2x10°
Yol Mannitol 16 Txl0"
(1 zaat) 13 Al 0¥
oy o 14 axl0”
EE:{HI “al Pekiinaz
_ 13 4 3x10r
“ed Selilaz
1 g Yaprak 16 2zl
%e2 Hemiseliilaz
13 dx10°
%7, Mannitol El SEPSIiL
Mor
13 3.5x10°
Urrgulamasiz 16 2x10°
13 22x10°
Beyaz 14 Tdx10°
13 13x10°

Sekil 4.3’de gorildigi tlizere in vitro’ da iiretilen Afrika menekselerinin

yapraklarindan alinan eksplantlara 6n uygulama yapildiktan sonra beyaz ve mor

cigekli Afrika menekselerinde en yiiksek izole protoplast sayilari 13 saatlik

inkiibasyon stirecinin ardindan gergeklesmistir.
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In vifro- Mannitol Uygulamal

45 42
40

40 -
— 35 -
=
=30
- W Mor gigekli Afrika meneksesi
g | yapraklanndan elde edilen
20 - protopast sayilari
=)
£ 15 | m Beyaz gicekli Afrika meneksesi
= .
£ 10 yapraklanndan elde edilen

6 45 protopast sayilari
5 3 . 2 - T2
0 .

13s 14s 15s 16s
inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.3 %7'lik Mannitol(w/v) ile 1 saat 6n uygulamaya tabi tutulan ve in vitro
yapraklardan farkli inkiibasyon siirelerinde elde edilen protoplast sayilarinin

kargilagtirilma grafigi

In vitro’ da fretilen Afrika  menekselerinin yapraklarindan alinan

eksplantlara 6n uygulama yapilmadan, dogrudan enzim inkiibasyonu

baslatildiginda, Sekilde 4.4’de gosterildigi lizere en yiiksek izole edilmis

protoplast sayisi 14 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan elde edilmistir.

In vitro- Uygulamasiz

100 Q4

90
o 74
2, 80
< 70
a 60 W Mor cicekli Afrika meneksesi
E 50 yapraklarindan elde edilen
E a0 protopast sayilar
g 30 59 m Beyaz cicekli Afrika meneksesi
e yapraklarindan elde edilen

20 13,5
~ ! [e] protopast sayilar

10 4 3,5 2

0 .

13s 14s 15s 16s
inkiibasyon siiresi (saat)

e 4 Sl annitol(w/v) 1le 1 saat on uygulamaya tabi tutulmayan ve In vitro
kil 4.4 %7'lik Mannitol(w/ ile 1 on uygulamaya tabi Imay: in vit
yapraklardan farkli inkiibasyon siirelerinde elde edilen protoplast sayilarinin

karsilastirilma grafigi
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In vivo’da iiretilen Afrika menekselerinden alinan yaprak eksplantlarindan

%7°lik Mannitol(w/v) ile 6n uygulamalida en yiiksek protoplast izolasyonu,

beyaz ¢igekli Afrika meneksesinden ve 16 saatlik enzim inkiibasyon siirecinin
ardindan 100x10° sayida protoplast olarak elde edilmistir. On uygulamali en az
protoplast sayis1 1x10° olarak beyaz ¢igekli Afrika meneksesinde, 13 saatlik inkiibasyon

stireci sonunda gozlemlenmistir (Cizelge 4.6).

In vivo’da tretilen Afrika menekselerinden alinan yaprak eksplantlarindan

Oon uygulamasiz en yiiksek protoplast izolasyonu, mor ¢igekli Afrika

meneksesinden ve 16 saatlik enzim inkiibasyon siireci ardindan 130x10° sayida
protoplast olarak elde edilmistir. On uygulamasiz en az protoplast sayisi 6x10°
olarak beyaz ¢igekli Afrika meneksesinde, 13 saatlik inkiibasyon siireci sonunda

gozlemlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Beyaz ve mor cicekli Afrika menekselerinde 6n uygulama ve enzim

inkiibasyon siirelerine gore in vivo kdkenli izole edilen protoplast sayilar

Mannitol Tle
Inkiibasyon Izole Edilen
. Ekpslant On . .
Genotip e Enzim karigim Siiresi Protoplast Sayisi
" Uygulama (Saat) (Protoplast/mL)
Durumu
13 5x10F
14 13 x10°
Mor 5 TxI0°
%oV Mannitol 16 TERl
(1 saat) 3 Tx10°
14 17 =10
Bevaz
15 43 x10F
%al Pektinaz
1 R 57 Seliilaz i 100=10
g vaprak 3 T
S %:2 Hemiseliilaz 13 10 x1(F
%e7 hannite] 13 75 Z10F
Mor
15 47 x10°
i 130x10°
Uygulama yok
13 6 =10
14 19 x10
Bevaz
15 40 =107
16 102x10°

In vivo’dan almman Afrika menekselerine ait yaprak eksplantlari protoplast
izolasyonu i¢in %7°lik Mannitol(w/v) ile 1 saat siiresince 6n uygulamaya tabi
tutulduktan sonra 16 saatlik inkiibasyon sonucunda, hem mor, hem beyaz ¢igekli
menekse  eksplantlarindan  yiiksek  sayilarda  protoplast  izolasyonlari

gergeklestirilmistir (Sekil 4.6).
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In vivo- Mannitol Uygulamah

120

100
o
=
= 80
z W Mor cicekli Afrika meneksesi
g 60 yapraklanindan elde edilen
-
] protopast sayilan
=
S 40 m Beyaz cicekli Afrika meneksesi
= .
£ yapraklarnindan elde edilen

20 protopast sayilan

e
13s 14s 15s 16s
inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.5 %7'lik Mannitol(w/v) ile 1 saat 6n uygulamaya tabi tutulan ve in vivo

yapraklardan farkli inkiibasyon siirelerinde elde edilen protoplast sayilarinin

karsilastirilma grafigi

In vivo’dan alinan eksplantlar da, 6n uygulama yapilmadan dogrudan enzim
inkiibasyonu baglatildiginda mor ve beyaz ¢icekli Afrika meneksesi
cksplantlarindan en yiiksek sayida izole protoplastlar, 16 saatlik bir inkiibasyon

slirecinin sonunda elde edilmistir (Sekil 4.5).

In vivo- Uygulamasiz

140

120
=)
= 100
E 20 | Mor gicekli Afrika meneksesi
g yapraklarindan elde edilen
§ 60 protopast sayilan
=
] 20  Bevyaz cigekli Afrika meneksesi
E yapraklarindan elde edilen

0 ,
13s 14s 15s 16s
inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.6 %7'lik Mannitol(w/v) ile 1 saat 6n uygulamaya tabi tutulmayan ve in vivo

yapraklardan farkli inkiibasyon siirelerinde elde edilen protoplast sayilarinin

karsilastirilma grafigi
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Uygun izolasyon protokolii secildikten sonra Sekil 4.7 ve 4.8’deki gibi
gosterilmis olan protoplastlar Winkelman ve Grunewaldt (1995)’¢e ait bazal ortami
degistirilerek kullanilmistir. Bu modifiye ortamlara protoplastlar aktarilarak

mikrokallus olusturmalarina ¢alisilmistir.

Sekil 4.7 izole edilmis protoplastlar (1s1k mikroskobunda 10x biiyiikliikte)

Sekil 4.8 izole edilmis protoplast (Istk mikroskobunda 40x biiyiikliikte)
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Kiiltiire aliman protoplastlardan yaklasik 1 hafta sonra hiicre duvarlari
olugmus, hiicre bdliinmeleri gercekleserek mikrokoloniler olusmus ve nihayetinde

de 4. haftanin sonunda mikrokalluslar elde edilmistir (Sekil 4.9a, b, ¢ ve d).

Sekil 4.9 Mor ¢igekli Afrika meneksesinin protoplastlarindan elde edilen mikrokalluslarin
olusum asamalar1 (a) hiicre duvari olusan hiicreler (1. hafta ), (b ve c) boliinerek

cogalarak olugan mikrokoloniler (2. hafta) ve (d) mikrokallus olusumu (4. hafta)

22 mm ¢apl petrilede kiiltiire alinan mikrokalluslarin 4. haftanin sonunda
Stero mikroskop altinda, sayimlar1 gergeklestirilmistir. In vivo kosullarda
yetistirilmis mor ¢icekli Afrika menekesesinden izole edilen protoplastlar 4
haftalik kiiltiir siirecinin sonunda 10 mL’de 50 adet , beyaz g¢igekli Afrika
meneksesinden ise 32 adet mikrokallus oludugu tespit edilmistir. In vitro
kosullarda yetistirilen mor ¢igekli Afrika  menekselerinden izole edilen
protoplastlardan 45 adet elde edilirken, beyaz cicekli Afrika meneksesinden

kontaminasyon nedeniyle mikrokallus elde edilememistir.
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4.4. Afrika Meneksesinde Protoplast Fiizyonu ve Goriintiilenmesi

In vitro’da yetistirilen mor ve beyaz cicekli Afrika menekselerinden izole
edilen protoplastlar PEG 6000 ve 8000 ile flizyona ugratilmistir. Fiizyona
ugratilan mor ve beyaz ¢igekli Afrika meneksesine ait protoplastlarin boyutlar1 ve
icerdikleri kloroplast miktarindan Gtiirti birbirlerinden farkli yapilar olarak tespit
edilmistir. Iki PEG karisim ile fiizyona ugratilan mor ve beyaz cicekli Afrika
meneksesinden izole edilen protoplastlarda PEG 6000 ile ¢oklu fiizyon adeti 49,
ikili fizyon adeti ise 43 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7). PEG 8000 ile
flizyona ugratilan izole protoplastlardan elde edilen ¢oklu fiizyon adeti 128, ikili
flizyon adeti ise 43 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.10 ve Sekil
4.11).

Sekil 4.10 In vitro’da yetistirilen mor ve beyaz ¢igekli Afrika menekselerinden alinan

eksplantlardan izole edilen protoplastlarin PEG 8000 ile fiizyonu sonucu elde
edilen ikili ve ¢oklu fiizyon protoplastlari. Floresan mikroskobunda (40x)
Hoechts 33342 boyasiyla boyanmis fiizyona ugratilan protoplastlar (C: Coklu
flizyon, B: Ikili fiizyon)
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Sekil 4.11 In vitro’da yetistirilen mor ve beyaz ¢igekli Afrika menekselerinden alinan

eksplantlardan izole edilen protoplastlarin PEG 8000 ile fiizyonu sonucu elde
edilen ikili ve ¢oklu flizyon protoplastlari. Isik mikroskobunda (40x) fiizyona

ugrayan protoplastlar

In vivo’dan alinan mor ve beyaz c¢igekli Afrika menekselerinden izole
edilen protoplastlar PEG 6000 ve 8000 ile fiizyona ugratilmiglardir. In vivo’dan
alinan mor c¢icekli Afrika meneksesine ait protoplastlarin igerdikleri kloroplast
miktar1 beyaz ¢igekli Afrika meneksesinden izole edilen protoplastlarin igerdikleri

kloroplast miktarindan daha fazla olmalar1 nedeniyle daha yesil géziikmiislerdir.

In vivo’dan alinan mor ve beyaz ¢igekli Afrika menekselerinden izole
edilen protoplastlarin PEG 6000 ile flizyonu sonucu 238 adet ¢oklu fiizyon sayimi
elde edilirken, 69 adet de ikili fiizyon elde edilmistir (Cizelge 4.7). PEG 8000 ile
flizyona ugratilan protoplastlardan 397 adet ¢oklu fiizyon sayimi 48 adet ikili
flizyon sayimi elde edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 In vivo’dan alinan mor ve beyaz ¢icekli Afrika meneksesi yaprak eksplantlardan
izole edilen protoplastlarin PEG 8000 ile fiizyonu sonucu elde edilen ikili ve
coklu fiizyon protoplastlari. Floresan mikroskobunda (40x) Hoechts 33342
boyasiyla boyanmis fiizyona ugratilan protoplastlar (C: Coklu fiizyon, B: ikili
fiizyon)
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Sekil 4.13 In vivo’da yetistirilen mor ve beyaz ¢icekli Afrika menekselerinden alinan

eksplantlardan izole edilen protoplastlarin PEG 8000 ile fiizyonu sonucu elde
edilen ikili ve ¢oklu fiizyon protoplastlart. Isik mikroskobunda (40x) fiizyona

ugrayan protoplastlar

Cizelge 4.7

In vivo ve in vitro’dan mor ve beyaz g¢icekli Afrika menekselerinden izole edilen
protoplastlarin PEG 6000 ve 8000 kullanilarak elde edilen ikili ve ¢oklu fiizyon

sayilar*
Protoplast ikili Fiizyon Coklu Fiizyon
Fiizyon Ajanlar:
Kaynaklari (Adet) (Adet)
In Vitro Kaynakh PEG 6000 43 49
Protoplastlar PEG 8000 43 128
In Vivo Kaynakh PEG 6000 69 238
Protoplastlar PEG 8000 48 397

* Fiizyon sayimi 100pl hiicre siispansiyonunda gerceklestirilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yaptigimiz bu calismada oncelikle, mor ve beyaz ¢icekli Afrika meneksesi
(Saintpaulia ioanantha) bitkilerinden alinan yaprak eksplantlari sterilize edilerek
in vitro kosullardaki mikrogogaltim protokolii olusturulmustur. Ardindan hem in
vitro, hem in vivo kosullarda yetistirilen Afrika menekselerinin yapraklarindan
protoplast izolasyonu ve izole edilen protoplastlardan mikrokalluslar olusturularak
uygun bir protokol belirlenmistir. Mor ve beyaz ¢igekli Afrika menekselerinin
yapraklarindan izole edilen protoplastlar fiizyona ugratilarak ikili ve c¢oklu

fiizyonlar elde edilmistir.

In vivo ortamdaki mor ve beyaz ¢icekli Afrika menekselerinden alinan
yapraklara 4 farkli sterilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu sterilizasyon
yontemleri arasindan ST1 yonteminde %100’liikk sterilizasyon basarisi elde
edilmistir. Ancak ST1 ydnteminin uygulandig1 yaprak eksplantlarinda higbir bitki
rejenerasyonu saglanamamistir. Bu ylizden  %94.7 ile ikinci en yiiksek
sterilizasyon basarisina sahip olan, ST2 yontemi kullanilarak sterilizasyon
protokoliine devam edilmistir.  Afrika meneksesinde yaprak yiizey
sterilizasyonunda, genellikle farkli konsantrasyon ve siirelerde sodyum hipoklorit
kullanilmistir (Ghorbanzade and Ahmadabi, 2014; Shukla et al., 2013; Sulzinski
and Cimakasky, 1995).

ST2 yontemiyle sterilize edilen Afrika meneksesi yaprak eksplantlari,
direkt siirgiin rejenerasyonu igin 3 farkli besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Iki
haftalik kiiltiir siiresi sonunda en yiiksek direkt siirglin rejenerasyonu, %100’lik
bagar1 ile 2 mg/L BAP ve 1 mg/L NAA bitki biiylime diizenleyicilerin ve MS
iceren SP ortaminda elde edilmistir. Bizimde esas aldigimiz Daud ve Taha
(2008)’nin  Saintpaulia ionantha bitkisinde bitki rejenerasyonu calismasinda;
Img/L NAA ve 2mg/L BAP igerikli besin ortammindan %2100 rejenerasyon

basarisi elde edilmistir.

Al-Hussein vd. (2006), Afrika meneksesinde bitki rejenerasyonu igin farkli
eksplant tipleri ve sitokinin kaynaklari lizerine arastirma yapmislardir. Sunpui ve

Kanchanapoom (2002) ise in vitro kosullarda Afrika meneksesinin
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yapraklarindan bitki rejenerasyonu {iizerine ¢alismislardir. Her iki calisma
sonucunda da en iyi bitki rejenerasyonunun TDZ igerikli ortamlarda elde edildigi
belirtilmistir. Mithila vd. (2003), Saintpaulia ionantha’nin 5 ¢esidinde (Benjamin,
Ivan, Robin ve Reinheart) diisiik konsantrasyonlarda TDZ (Thidiazuron)’nin
slirgiin organogenez ve somatik embriyogenez iizerindeki etkilerine yonelik
yaptiklar1 c¢alismalarinda da TDZ igerikli ortamlar kullanildiginda siirgiin
organogenezinin ve somatik embriyogenezin arttigini tespit etmislerdir. Ancak Al-
Hussein vd. (2006)’nin de vurgulamis oldugu gibi, TDZ ile ¢ogaltim oldukca
maliyetli ve uzun zaman aldig1 igin biz ¢alismamizda BAP ve NAA igerikli
ortamlar1 kullanmay1 tercih ettigimizden, daha kisa siirede istenen basari elde

edilmistir.

In vitro kosullarda ¢ogaltilan Afrika menekselerinin koklendirilmesi, bitki
bliylime diizenleyicileri igermeyen MS ortaminda %100’lik bir basar1 ile
gerceklestirilmistir. Koklendirilen Afrika menekselerinin torf/perlit karisimlarina
aktarilarak aklimatizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Koklendirilen bitkiler floresan
151k altinda (4000 lux) hicbir bitki kayb1 yasanmadan aklimatize edilmislerdir. iki
haftalik aklimatizasyon asamasi sonrasinda bitkiler, 11 cm c¢apindaki saksilara
dikilerek sera ortamina aktarilmislardir. Sera ortamindaki bitkilerin gelisimi
sirasinda da herhangi bir bitki kaybi olmamistir. Sunpui ve Kanchanapoom
(2002)’un Afrika meneksesinde bitki rejenerasyonu g¢alismalarinda elde edilen
siirgiinler, bitki biiylime diizenleyicileri igermeyen diiz MS ortaminda
koklendirilmistir. Sunpui ve Kancahanapoom (2002)’un yaptiklari ¢aligmada
stirgiinlerin koklendirilme ylizdesi bizim koklendirme yilizdemizle ayni olup,

%100 basar1 elde edilmistir.

Tarafimizdan yapilan bu ¢aligmada, in vitro’dan ve in vivo’dan yetistirilmis
mor ve beyaz ¢icekli Afrika menekselerin yapraklarmdan protoplast izolasyonlari
gerceklestirilmistir. In vivo’dan alinan yaprak eksplantlart ST2 sterilizasyon
yontemiyle sterilize edildikten sonra protoplast izolasyonu yapilmustir. In vitro ve
in vivo’dan alinan Afrika menekselerinin yapraklarindaki mezofil hiicrelerinden,
protoplast izolasyon yontemiyle protoplastlar elde edilmistir. Protoplast
izolasyonlart %7 Mannitol(w/v) ile 6n uygulamali ve uygulamasiz olarak iki

gruba boliinmiistiir. Ayn1 zamanda bu iki grupta da enzim inkiibasyon siirelerine
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gore protoplast izolasyon verimliligi arastirilmistir. Yapilan tiim bu denemeler
sonucunda, in vivo’dan alinan mor ve beyaz ¢igekli Afrika menekselerinin yaprak
eksplantlarindan en yiiksek protoplast izolasyonu 130x10° ve 102x10° protoplast
sayisi ile on uygulama olmaksizin 16 saatlik enzim inkiibasyon siirecinde elde
edilirken, in vitro’daki mor ve beyaz cicekli Afrika menekselerinin yaprak
eksplantlarindan en yiiksek protoplast izolasyonu 94x10° ve 74x10° protoplast
sayisi ile on uygulama olmaksizin 14 saatlik enzim inkiibasyon siirecinde elde

edilmistir.

Sulzinski ve Cimakasky (1995)’nin Afrika meneksesinde protoplast
izolasyonu iizerine yaptiklart calisma sonucunda 300x10° sayida mezofil
protoplastleri elde edilmistir. Bizim c¢aligmamizda ise izole edilmis en yiiksek
mezofil protoplast sayisi 130x10°% diir. Protoplast sayilarindaki bu farkliligin
baslica nedeni enzim c¢esidinin ve karisimmin farkli kullanilmis olmasidir.
Sulzinski ve Cimakasky (1995) ¢alismalarinda %2’lik (w/v) Driselaz kullanirken
biz caligmamizda %1 (w/v) Seliilaz, %2 (w/v) Pektinaz ve %2 (w/v) Hemiseliilaz
icerikli bir enzim karistmi kullandik. Ayrica genotip ve Kkiiltiir kosullarinin

farklilig1 da bunda etkili olabilecekleri dikkate alinmalidir.

Afrika meneksesinden protoplast izolasyonu igin uygun bir protokol tespit
edilmisgtir. Bu yontem kullanilarak izole edilen protoplastlar Winkelman ve
Grunewaldt (1995) tarafindan belirlenen, ancak bazal ortami MS olarak modifiye
edilerek kullanilan, mikrokallus tesvik ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Bu
modifiye ortamlar PR1, PRla ve PRIb olarak adlandirilmigs ve bu ortamlar
kullanilarak mikrokalluslar elde edilmistir. In vivo ve in vitro kosullarda
yetistirilmis mor ve beyaz ¢icekli Afrika menekselerinden izole edilen
protoplastlar 4 haftalik kiiltlir slirecinin ardindan en yiiksek sayida mikrokallus
olusumunu in vivo kosullarda yetistirilen mor ve beyaz ¢icekli Afrika
menekselerinde gostermislerdir. In vivo’da yetistirilmis mor ve beyaz cigekli
Afrika menekselerinden izole edilen protoplastlardan elde edilen mikrokallus

sayist 10 mL’de 50 ve 32 adet oldugu tespit edilmistir.
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Yaptigimiz bu ¢alismada in vitro ve in vivo mor ve beyaz ¢igekli Afrika
menckselerinden izole edilen protoplastlar PEG 6000 ve PEG 8000 ile fiizyona
ugratilmiglardir. Fiizyona ugratilan protoplastlar, floresan boyasiyla (Hoechts
33342) boyandiktan sonra floresan mikroskobuyla goriintiilenmislerdir. Bu
calismada kullanmig oldugumuz Hoechts 33342 floresan boyasi oncelikli olarak
hayvan hiicre ¢ekirdeklerini boyama igin gelistirilmesine ragmen Iwabuchi, vd.
(2010)’nin de yaptiklar1 ¢alismada bitki hiicrelerinin ¢ekirdeklerini boyamak igin
de kullanilmistir. Floresan mikroskobundaki goriintiiler sonucunda, in vivo ve in
vitro’dan elde edilen protoplastlarin fiizyon sayilar1 karsilastirildiginda; en yiiksek
coklu flizyon sayis1 397 adet ile PEG 8000 araciligiyla, in vivo kosullardan alinan
Afrika menekselerinden izole edilen protoplastlarda gergeklestirilmistir. En
yiiksek ikili fiizyon ise 69 adet ile PEG 6000 araciligiyla, in vivo kosullarda
alinan mor ve beyaz ¢icekli Afrika menekselerinden izole edilen protoplastlardan

elde edildigi saptanmistir.
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6. ONERILER

Bu c¢alismada, in vivo ve in vitro kosullarda yetistirilmis Afrika
menekeselerinden (Saintpaulia ionantha) izole edilen protoplastlarin ve fiizyona
ugratilmig protoplastlarin aralarindaki farklar gosterilmistir. Bu ¢caligma sayesinde,
Afrika menekessinde yapilacak bir sonraki fiizyon caligmalarinda en verimli
sonug i¢in elde ettigimiz veriler kullanilarak daha kisa siirede ve daha yiiksek
flizyon sayilar1 elde edilebilecektir. Ayrica ¢alismamizda basarili  bir

mikrogogaltim protokolil olusturulmustur.

Bundan sonraki ¢aligmalarda; fiizyona ugratilan hiicrelerin genetik analizleri
yapilarak hibrit ya da sibrit tespitine gidilebilir. Ozellikle yeni cesit gelistirmeye
dayali caligmalar gerceklestirilebilir. Tespit edilen hibrit ya da sibritlerin
mikrokallus olusturmalarinin ardindan bitki rejenerasyonu gerceklestirilmeleri
saglanarak, flizyon sonucu elde edilen Afrika menckselerindeki herhangi bir

fizyolojik ve morfolojik farkliliklar arastirilabilir.

In vivo ve in vitro kosullarda yetistirilen mor ve beyaz ¢igekli Afrika
menekselerinde calistigimiz protoplast izolasyonu ve fiizyonu ile ilgili elde
ettigimiz yeni bilgiler dogrultusunda bu protokoller gelistirilerek daha verimli,
hizli ve diisiik maliyetli calismalar gergeklestirilebilir. Elde ettigimiz bu
protokoller bagka bitkilere uyarlanarak bitki 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilir.
Ozellikle de bitki 1slahgilarinin, siis bitkilerinde istenen &zelliklerin elde
edilmesine yonelik somaklonal varyasyon gerceklestirmeleri durumunda,
somaklonal hatlarin mikrogogaltimi ile kisa siirede yeni g¢esit gelistirme

potansiyelleri artabilecektir.
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