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Lamiaceae familyasiin 6nemli bir tibbi ve aromatik cinsi olan, Lavanta (Lavandula L.),
farmokoloji ve parflimeri sanayisinde 6nemli rol oynamakta olup, ugucu yag tiretiminde
ve sis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Bu ¢alismada farkli konsantrasyonlarda BAP ve
NAA iceren MS besin ortami kullanilarak, L. angustifolia i¢in kotiledon bogum ve
meristematik ucu eksplant1 ve L. stoechas i¢in kotiledon bogum, meristematik ucu,
yukardan 1., 2. ve 3. koltuk alti meristem ve epikotil koltuk alt1 meristem
eksplantlarinda yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. L. angustifolia
bitkisinde eksplant basma ortalama en fazla 8.07 adet slrgin, kotiledon bogum
eksplantindan ve 2.00 mg/l BAP iceren MS ortaminda eclde edilmistir. L. stoechas
bitkisinde ise eksplant basina ortalama en fazla 5.60 adet siirgin, kotiledon bogum
eksplantindan ve 0.25 mg/l BAP iceren MS ortaminda goriilmistiir. Elde edilen L.
angustifolia surglnleri 1.25 mg/l IBA ve L. stoechas strgunleri ise 1.00 mg/l IBA
iceren MS ortaminda koklendirilmis olup, torfta adaptasyon sagladiktan sonra tarlaya
sasirtilmistir. Hem L. angustifolia hem de L. stoechas bitkileri i¢in yapilan gen aktarimi
caligmalarda Agrobacterium tumefaciens’nin  GV2260::p35 gus int ve LBA
4404::pRGGbar hatlar1 kullanilmis olup, mikrogogaltim i¢in L. angustifolia’da
meristematik ucu ve L. stoechas’da kotiledon bogum eksplantlar1 kullanarak, siirgiin
elde edilmistir. Ayrica, L. angustifolia strgunleri 1.25 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin ve
500 mg/l Augmentin igeren MS ortami ve L. stoechas surgunleri ise 1.00 mg/l IBA, 50
mg/l kanamisin ve 500 mg/l Augmentin iceren MS ortammda koklendirilmis olup,
torfta adaptasyon sagladiktan sonra tarlaya sasirtilmistir. Daha sonra, transgenik aday
bitkilerden yaprak ornekleri alinarak GUS pozitif sonug elde edilmistir.

Arahk 2011, 114 sayfa

Anahtar Kelimeler: L. angustifolia, L. stoechas, doku kiiltirii, gen aktarim,
Agrobacterium tumefaciens, adaptasyon.
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OPTIMISATION OF TISSUE CULTURE AND GENETIC TRANSFORMATION IN
Lavandula angustifolia MILLER SUBSP. angustifolia MILLER AND L. stoechas L.
SUBSP. L. stoechas
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Genus Lavandula L. belongs to family Lamiaceae and is an important medicinal and
aromatic plant. It has its uses in pharmacology and perfume industry. It is also used for
obtaining essential oil and is cultivated as ornamental plant. This study reports effects of
MS medium containing various concentrations of BAP-NAA on regeneration from
cotyledon node and meristematic shoot tip explants of L. angustifolia and cotyledon
node, shoot meristem, 1%, 2" and 3™ node from upper side and epicotyl nodes of L.
stoechas. Maximum number of 8.07 shoots per explant was recorded on cotyledon node
explant of L. angustifolia on MS medium containing 2 mg/l BAP. Whereas, maximum
number of 5.60 shoots per explant was recorded on cotyledon node of L. stoechas on
MS medium containing 0.25 mg/l BAP. Well developed shoots of L. angustifolia and L.
stoechas were rooted on MS medium containing 1.25 and 1.00 mg/l IBA respectively
and acclimatized in peat before transfer to the fields. For genetically transformed shoots,
Agrobacterium tumefaciens strains GVV2260 p35 gus int and LBA 4404 pRGGbar were
used in the genetic transformation of L. angustifolia and L. stoechas were rooted on MS
medium containing 1.25 mg/l IBA, 50 mg/l kanamycin and 500 mg/l Augmentin and
1.00 mg/l IBA, 50 mg/l kanamycin and 500 mg/l Augmentin in MS medium
respectively and acclimatized in peat before transfer to the fields. Thereafter, the leaf
samples were taken from the putative transgenic plants and the GUS analysis showed
positive results.

December 2011, 114 pages

Key Words: L. angustifolia, L. stoechas, tissue culture, genetic transformation,
Agrobacterium tumefaciens, acclimatization
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2,4-D
AdS
AS
BAP
CPPU
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EDTA
EMS
g, mg
g/l
GA3
GUS
HCI
IAA
IBA

1, ml, ul
mgl™?, mg/l
MS
NAA
NaOH
NB
T-DNA
TDZ
X-Gluc
WM, mM, M
PCR

SIMGELER DiZiNi

2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit
Adenine Hemisulfat
Acetosyringone

6- Benzilaminopurin
N-(2-Chloro-4-Pyridyl)-N"-Phenylurea
Deoksiribonikleik Asit
Etilendiamin Tetra Asetik Asit
Etil Metan-Silfonat

Gram, Miligram

Gram/litre

Gibberillik Asit
B-Glukuronidaz

Hidroklorik Asit

Indol- 3-Asetik Asit

Indol-3- Blitirik Asit

Litre, Mililitre, Mikrolitre
Miligram/litre

Murashige Ve Skoog Bazal Besin Ortam
Naftalenasetik Asit

Sodyum Hidroksit

Nutrient Broth

Transfer DNA

Thidiazuron, N-(2-Chloro-4-Pyridyl)-N"-Phenylurea
5-Bromo-4chloro-3indolyl- B-d-glucuronide

Mikro Molar, Mili Molar, Molar

Polymerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)
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1. GIRIS

Son yillarda bitkisel kdkenli ilaglarin tedavi amaciyla ragbet gérmesi, kokulu bitkilerin
parflimeri, gida ve kozmetik sanayinin esas hammaddesini olusturmasi ve yeni kullanim
alanlarinin ortaya ¢ikmasi, tibbi ve aromatik bitkilere olan talebi arttrmistir. Bu
bitkilerden elde edilen hammaddeler son zamanlarda gida basta olmak {izere, boya, siis,
insektisit vb gibi endiistri sektorlerinde kullanilmaktadir ve gittikge yayilmaya

baslamistir (Kan vd. 2006).

Lamiaceae (Labiatae) familyas1 diinyada yaklasik 224 cins ve 5600 tiir ile temsil
edilmekte olup (Hickey ve King, 1997), Tiirkiye, Lamiaceae familyas1 i¢cin 6nemli gen
merkezlerinden birini olusturmaktadir. Ayrica, Tiirkiye’de bu familya ait 45 cins, 565
tiir ve 735 takson bulunmaktadir (Giiner vd. 2000). Lamiaceae familyasina ait bitkiler
hemen hemen biitiin habitatlarda ve yiiksekliklerde yetismekte olup, Kutuplar'dan
Himalayalara, Gliney Dogu Asya’dan, Havai ve Avusturalya’ya, hatta Afrika ve
Amerika’ya kadar genis bir alanda yayilis gostermektedir (Heywood, 1996). Bu
familyanin tibbi ve aromatik Ozelligi olan 6nemli cinsleri: Nane (Mentha), kekik
(Thymus), mercankoésk (Origanum), adagay1 (Salvia), daggayr (Sideritis), ogulotu

(Melissa) biberiye (Rosmarinus) ve lavanta (Lavandula) ile olusmaktadir (Ipek 2007).

Lavanta tiirleri ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolay1 farmokoloji ve parfiimeri
sanayisinde onemli rol oynamakta olup, eterik yag iiretiminde ve siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir (Se¢men vd. 2000). Lavanta ugucu yagi; diinyada en fazla iiretilen 15
ucucu yagdan biri olup, ilag¢ sanayisinde Ozellikle c¢icekli dal uglari; parfiimeri ve
kozmetik, sanayi icin ise, kismen kurutulmus ¢icek ve yapraklari kullanilmaktadir. Ilag
sanayisinde bazi preperatlara koku vermede, merkezi sinir sistemini diizenleyici
ilaglarin bilesiminde, sivilceler, astim, bronsit, sa¢ dokiilmeleri, kadin hastaliklari, sinir
hastaliklar1 ve heyecan yatistirici olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla bazi sakinlestirici,
uykusuzluk giderici, agr1 kesici, hiicre yenileyici cilt hastaliklari, akciger hastaliklari,
romatizma, tenya, oOkslrik ve bas donmesine karsi kullanilan ilaglarin bilesimine
girmektedir. Ayrica sanayide biinyelerindeki linalol ve linalil asetatdan dolay1,

parfimeri ve kozmetikte cilt temizleyici losyon, kokulu banyo sabunu ve kdpuklerinin



yapiminda kullanilmaktadir (Davis 1982, Baytop 1984, Gilani vd. 2000). Lavanta yag1
aromaterapide en ¢ok kullanilan yaglardan biri bilinmektedir; 6zellikle bergamot, neroli,
itir ve giil esanslari ile iyi bir karisim yapmaktadir. Lavanta ¢igeklerinin en énemli etken
maddesini, renksiz veya hafif sar1 renkte olan ugucu yaglar olusturmaktadir. Lavanta
ciceklerinde ugucu yag orani %1-3 arasinda degismektedir (Baydar, 2007, Hassiotis vd
2010). Lavanta yaginin en 6nemli ugucu yagi bilesenleri linalil asetat, linalool, sineol ve
kafur olup, Ozellikle linalil asetat, lavanta yagmin kalitesini belirleyen en onemli
bileseni olmakta ve parfiim sanayisinde kullanilacak lavanta yaginda en az %30

oraninda bulunmasi istenmektedir (Cizelge 1.1)(Hui vd. 2010).

Lavantadan, ugucu yag disinda konkret ve absolii de elde edilmektedir. Lavanta
konkreti, taze lavanta materyalinden hekzan, toluen ve petrol eteri gibi solventler
yardimiyla ekstraksiyonla elde edilmektedir. Lavanta konkreti once etanol ile ekstrakte
edilir ve ardindan sogutulup filtre edildikten sonra etanol ugurulacak olursa lavanta
absoliisii elde edilmektedir. Genelde konkretten absoliiye doniisimde %50 oraninda
verim kaybi1 olmaktadir (Baydar 2007). Lavanta tiirleri diinyada en fazla Giliney
Avrupa’nin ve Kuzey Afrika’nin Akdenize komsu olan {ilkelerinde yayilis
gostermektedir. Fransa, Bulgaristan, Ispanya, Italya, Yunanistan, Ingiltere, ABD,
Avusturya ve Kuzey Afrika lilkelerinde yogun olarak kiiltiirii yapilmaktadir. Ayrica
Kanarya adalarindan Akdeniz kiyilarina ve oradan Hindistan’a kadar uzanan bolgelerde
yabani olarak yaklasik 25 lavanta tiirii bulunmaktadir (Sekil 1.1)(Bailey 1969, Baydar
2007).

Cizelge 1.1 Lavanta bitkisinden elde edilen farkli ugucu yag bilesenleri (Bienvenu
1995)

Ucucu Yag Oran (%)
Kafur (camphor) 0.5-1
Kariyofilin (caryophylene) 3-12
Sineol (cineole) 1-2
Linalol (linalool) 30-49
Linalil asetat (linalyl acetate) 30-45
Okimin (ocimene) 2.5-6




Lavandula tiirleri ¢ogu zaman popliler bir ekonomik Onemi olan tibbi bitki olup,
diinyada her yil 300’den fazla ugucu yag bitkisinden yaklasik 50 bin ton kadar ugucu
yag elde edilmekte, yillik tiretim 500 ton iizerinde olan 15 ugucu yag toplam {iretimin
yaklagik %90 nin1 karsilamaktadir. Bu 15 6nemli ugucu yagdan birisi de lavanta yagidir.
Diinyada her yil 1.8 — 2 milyar dolar arasinda ugucu yag ihracat: yapilmakta, bu
miktarin yaklasik 50 milyon dolarin1 lavanta yagi olusturmaktadir (Baydar 2007,
Boelens 1995). Tiirkiye'nin lavanta yagi ithalati ise her gegen yil artmaktadir. Tiirkiye
istatistik kurumunun degerlerine gore lavanta bitkisinden elde edilen terpeni alinmamaisg
ucucu yagin 8419 kg (para degeri, 209409 US $) ve terpeni alinmis ucucu yagm 75 kg
(para degeri, 3541 US $) kadan1 ithal edilmektedir (Anonim 2004, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009).

| Lavanta tiirlerinin diinya’daki yayilis

Sekil 1.1 Lavanta tiirlerinin diinya’daki yayilis alanlar1 (Bailey 1969, Baydar 2007,
http://www.uerkal.com/Posts/Res/p58-DunyaHaritasi.gif; degistirerek)

Tiirkiye’de  degeri yiikksek olan iki Onemli lavanta tiirii bulunmaktadir
(http://wwweski.tubitak.gov.tr/tubives. 2011) :

- Hakiki lavanta: Lavandula angustifolia Miller subsp. angustifolia Miller (syn. L.
officinalis ve L. vera)

- Karabas otu (Fransiz lavantasi): Lavandula stoechas L. subsp. stoechas L.

Hakiki lavanta


http://wwweski.tubitak.gov.tr/tubives

En iyi kalite lavanta yaginm elde edildigi, cogunlukla hakiki lavanta veya ingiliz
lavantas1 olarak adlandirilan lavender, Fransa, Ispanya, Isvigre, Italya, Korsika ve
Kuzey Afrika bolgelerini igine alan Akdeniz ¢anaginda dogal olarak yetismektedir.
Ayrica bu bitki serin ve yiiksek rakimlara (700-1800 m) daha iyi uyum saglamaktadir
(Lis-Balchin, 2002). Hakiki lavanta Tiirkiye’de Istanbul illinde az da olsa dogal olarak
bulunmaktadir (Cizelge 1.2, Sekil 1.2) (Anonim 2011).

rvin

Atyon Asarsy

Wl L. angustifolia tirintn bulundugu iller

Sekil 1.2 L. angustifolia tiirtiniin bulundugu iller (Anonim 2011,
http://lwww.canakkaleili.com/wp-content/uploads/2009/10/Turkiye-
%C4%BO0ller-Haritasi.omp; degistirerek)

Hakiki lavanta, yar1 ¢alims1 formda, ¢ok yillik bir bitkidir. Yaslandikca alttan {iste dogru
odunlagsmaya baslayan, ortalama 50 cm, en fazla 1 m’ye kadar boylanan ¢ok sayida
dallar1 olusmaktadir. Dallar iizerinde karsilikli olarak 2-6 cm uzunlukta, ¢ok kisa sapli,
grimsi yesil renkte yapraklar bulunmakta olup, Cicekler, basak seklindeki 15-20 cm
uzunlugundaki saplarin ucunda toplanmaktadir. Her bir basakta ortalama 5 ¢igek kiimesi
ve her kiimede de 5-15 adet ¢igek bulunmaktadir. Cigek kiimeleri karsilikli iki yaprak
tarafindan korunmaktadir. Cok kisa sapli olan hakiki lavanta ¢icekleri gri-mavi renkte,
ici diiz ve parlak ve dis1 tliyli olan 5 mm uzunluktaki ¢anak yapraklar tarafindan
sarilmaktadir. Canak yapraklar, ¢icegi boru gibi sararak ugta 4 adet kiiciik sivri disle son
bulmaktadir. Maviden viyoleye kadar degisen tag yapraklar1 arasinda 4 adet erkek organ

yer almaktadir (Sekil 1.3).


http://www.canakkaleili.com/wp-content/uploads/2009/10/Turkiye-

Sekil 1.3 Hakiki lavanta.
a. Dogal kosullarda bulunan L. angustifolia, b. L. angustifolia ¢icegi. (http://everything-
lavender.com/pictures/450px- Lavandula_angustifolia_003byH-Zell.jpg)

Hakiki lavanta nektar1 6zellikle bal arilar1 igin son derece cezp edici olmaktadir. Canak
yapragm dis kenarlarinda ¢ok sayida kiiciik, saplar1 tek hii¢releri olan ve ugucu yag
depolayan driize tiiyleri yer almaktadir. Hakiki lavanta tohumlar1 2 mm boyunda ve 1
mm genisliginde olup, sekilleri uzunumsu-oval, renkleri parlak koyu kahve rengi ve
1000 tane agirligi 1 gr’dan daha az olmaktadir (Sekil 1.4)(Lis-Balchin 2002).

Hakiki lavanta kire¢ge zengin, siizek ve pH’s1 5.8-8.3 olan kuru ve kalkerli topraklarda
cok 1yi gelisme gostermektedir. Asir1 nemli, taban suyu yiiksek ve organik maddesi ¢cok
olan topraklarda daha az ugucu yag iiretmektedir. Akdeniz orijinli oldugu i¢in kuraga ve
sicaga oldukca dayanikli olmaktadwr. Ancak soguga olan dayanimi kuraga olan
dayanimi kadar yiiksek degildir. Kis1 ¢ok sert gecen bdlgelerde bazen soguk zarari
olabilmektedir. Gilineye bakan, hakim riizgara kapali, egimli alanlarda soguk zarar1 daha
az olmaktadwr. Ancak egimli alanlarda, dikim yoni egime dik gelecek sekilde

planlanmaktadir (Baydar 2007, Lis-Balchin 2002).


http://everything-lavender.com/pictures/450px-%20Lavandula_angustifolia_003byH-Zell.jpg
http://everything-lavender.com/pictures/450px-%20Lavandula_angustifolia_003byH-Zell.jpg

Sekil 1.4 L. angustifolia tohumu (orijinal)

Karabas otu
Karabas otu olarak tanman L. stoechas Tiirkiye’de Aydin, Bursa, Istanbul, Izmir ve
Mugla da az da olsa bulunmaktadir (Cizelge 1.2, Sekil 1.5)(Anonim 2011).
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I L stoechas turinan bulundugu iller

Sekil 1.5 L. stoechas tiiriiniin bulundugu iller (Anonim 2011,
http://www.canakkaleili.com/wp-content/uploads/2009/10/Turkiye-
%C4%BO0ller-Haritasi.omp; degistirerek)

Karabas otunun yapraklari kisa sapli, dar ve uzunca tiiylii, beyazimsi-grimsi-yesil
renklerde olup, Kokten ¢ikan birka¢ dalin iizerinde biberiye benzeri sivri yapraklar
olusmaktadir. Daha sonra bu dallar uzayip, lavantadan daha biiyiikk mor bir cicege

doniismektedir. Ancak hakiki lavanta gibi biiyikk c¢ali formunda gelismemktedir.



Karabas otu cigekleri, kara duta benziyip, lizerinde sonradan ¢ikan eflatun minik

cicekleri ise lizerine konmus kelebekleri andirmaktadir (Sekil 1.6).

Sekil 1.6 Karabas otu.
a. Dogal kosullarda  bulunan L. stoechas, b. L. stoechas gicegi.
(http://lwww.hear.org/starr/images/images/plants/full/starr-080103-1281.jpg)

Bu bitkinin meyvesi acik kahve renkli olmaktadir (Sekil 1.7). Karabas otunun ekonomik
olarak kullanilan kismu ¢igekleridir (Lis-Balchin, 2002). Karabas otu habitat olarak kuru
tepelerde, agik ormanlarda, kirectash ve granitli topraklarda yasamaktadir. Bununla
beraber, hemen hemen her cesit toprakta, ozellikle kuru ve cok asidik olmayan
topraklarda yetismektedir. Giinesli pozisyonda, notralden alkaliye dogru bir toprag:
tercih eden bu bitki, kirecli toprakta da iyi yetismektedir. Ayrica bu bitki sicak ve kuru
ortamlar1 sever, kurakliga ve -5°C ile -10°C arasindaki soguga tolerans gostermektedir
(Yenici, 1999). Tiirkiye’de dogal olarak bulunan karabas otu, mikrop dldiiriicii 6zelligi
nedeniyle geleneksel tedavi sisteminde bogaz ve idrar yolu hastaliklar1 ile yara
tedavisinde kullanilmaktadir. Cigekli ve yaprakli dallarindan karabas yag1 denen ugucu
bir yag damitilmakta, bu yag yara iyilestirici 06zelligi nedeniyle merhemlere
katilmaktadir. Karabas otunun ikinci yildan itibaren taze saph ¢igek verimi 75 — 150

kg/da, sapl kuru ¢igek verimi 35 — 75 kg/da, sapsiz kuru tomurcuk verimi 15 — 30


http://www.hear.org/starr/images/images/plants/full/starr-080103-1281.jpg

kg/da, ucucu yag verimi 1.5 — 3 kg/da ve ucucu yag oram1 %l — 2 arasinda
degismektedir. Genellikle 50 — 75 kg/da taze hasat edilmis sapli lavantadan, su buhari
distilasyonuyla 1 kg kadar lavanta yagi elde edilmektedir (Baser 1993, Baydar 2007,
Hui vd. 2010).

Sekil 1.7 L. stoechas tohumu (orijinal)

Cizelge 1.2 L. angustifolia ve L. stoechas tiirlerinin bulundugu iller

Bitki Tara Yayihs Alanlan

L. angustifolia | Istanbul

L. stoechas Aydin- Bursa- Istanbul- izmir- Mugla

Klasik bitki 1slahi ile istenen tiim Ozelliklerin bir bitkide toplanmasi oldukga gii¢ ve
zaman alic1 bir islemdir. Lamiaceae familyas1 6zellikle L. angustifolia ve L. stoechas’da
bitki rejenerasyonu ve gen aktarimi genotip ve eksplantdan etkilenmekte olup, gen
aktarim orani oldukga diisiiktiir (Dronne vd. 1999). Rejenerasyon yeteneginin diisiik
olmasina ragmen degisik arastiricilar her 2 tiirde gen aktarilmis bitkiler elde etmislerdir
(Nebauer vd. 2000) Gen aktariminda basarili sonuglar elde edilmesinde
tekrarlanabilecek siirgiin rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi ¢ok dnemlidir (Calvo
ve Segura 1998, Mokhtarzadeh vd. 2011). L. angustifolia ve L. stoechas’da Tiirkiye’de
in vitro rejenerasyon ve gen aktarmmi ¢alismalart bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
amaci; her iki tlirde yiiksek oranda siirglin rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi ve

buradan yola ¢ikarak A. tumefaciens araciligiyla transgenik bitkiler elde etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Doku Kiiltiirii Cahismalar

Doku kiltiirti teknikleri kullanilarak bitki tiretmek, yani; mikrogogaltim bir ¢ok bitki
tiirlinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hizli ve ¢ok miktarda
cogaltilabilmesine olanak saglayan bir tiretim seklidir (Dilik 2006). Mikrogogaltim, bir
bitkiden alman ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan
(embriyo, tohum, gévde, slrgun, kok, kallus, tek hiicre ya da polen tanesi vb.) yapay
besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde edilmesi olarak
tanimlanmaktadir (Mansuroglu ve Giirel 2001, Dudu 2006). Mikrogogaltim bitki
yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemli avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlar;
hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde edilmesi ve kitlesel tiretimde
dretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) olmasma neden
olmaktadir. Ayrica alisilagelen yOntemlerden daha kisa Kkiiltiir siiresine ihtiyac
duyulmas1 ve zor iiretilen tiirlerin daha kolay iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Secilen belirli ve iistiin genotiplerin hizli iiretimi, ayrica, kisa siirede fazla bitkinin elde

edilebilmesi de diger bir avantajdir (Mansuroglu ve Giirel 2001).

Quazi (1980), iki tur Lavanta ( L. angustifolia ve L. latifolia) bitkisinin kallus olusum
ve koltuk alti meristem ¢oagltimi {izerinde yaptigi denemede, sterilizasyon igin,
eksplantlar1 %70’lik etanol da 30 saniye bekletilmis; ayrica 20 dk, %0.32’lik sodiyum
hipoklorid’ile muamele yaptiktan sonra distile saf su’ile durulama yapmistir. Bu
denemede 20 gr/l sakroz, %10 hindistan cevizi siitli, %0.7 agar ve farkli oranda oksin
(NAA ve 2,4-D) ve BAP iceren tuzlu MS ve Bs (pH 5.5) ortamlar1 kullanilmistir. Tiim
kiltlrler 25°C ve 16 saat, 10000 lux floresant 15181 altinda konulmustur. L. angustifola
bitkisinden alman 120 koltuk alt1 meristem eksplant1 12 farkli oranda BAP ve NAA
iceren MS ortaminda kiiltiire alimmistir. Yesil renkli kallus olusumu 2 mg/l (2 ppm)
2,4-D ve 4 mg/1 (4 ppm) BAP iceren MS ortaminda goriilmiistiir.

Panizza ve Tognoni (1988), Lavandin (Lavandula officinalis Chaix x Lavandula

latifolia Villars) ¢esidi ‘Grosso’nun in Vitro ¢ogaltim i¢in, gévde bogumu kiiltiire



almarak 30 g/l sukroz, 7,5 g/l agar ve 0.2 mg I'* BAP (ortam A) ile 0.2 mg It BAP +
0.5mg I"* GA; (ortam B) i¢eren Linsmaier ve Skoog kiiltiir ortami1 kullanmistir. Ayrica,
bu ¢alismada eksplantlar1 10 mg/l BAP iceren MS ortamda (Ortam C) 15 gilin 6n
muamele yapilmis olup, yukarda belirtilmis A veya B ortamina aktarilmigtir. Tim
ortamlarda siirglin ¢ogaltimda benzerlik goriilmistiir, ancak, farkli kaynaklardan elde
edilen sirgiinlerin 1 mgl™ NAA (Ortam F) iceren ortamda, kok gelisiminde farklilik,
belirgin olarak saptanmigtir. En fazla koklenme ortam A’da gelisen siirglinlerde
goriilmiistiir. Daha sonra baska bir denemede ¢igek pargalari (tomurcuk ve kaliks),
yaprak, govde koltuk alti ve siirgiin ucu eksplanti kullanarak 1 mgl™ 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid + 0.5 mg I kinetin iceren ortamda kallus olusumu
incelenmistir. En az kallus olusumu govde koltuk alti meristem eksplantinda
goriilmiistiir. Kallus gelisimi i¢in ¢igek parcalar1 (tomurcuk, ¢anak), yaprak, govde
nodu ve siirgiin ucu kullanilmstir. Kéklendirmek icin 0.5 mgl™* NAA kullamlmustir. En
fazla siirgiin ve kok olusumu govde koltuk alti eksplantlarindan gelisen kalluslarda
gorlilmiistiir.  Koklenen bitkiler basariyla dis kosullarma alistirilmis  olup,

bliyiitiilmiistiir.

Calvo ve Segura (1988), bu ¢alismada in vitro kosullarda yetistirilmis L. latifolia ve L.
stoechas turlerine ait bitkiciklerin kotiledon, hipokotil ve kdk eksplantlarindan siirgiin
olusumu i¢in, farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda 1AA, NAA ya da 2,4-D ile
BAP ya da Kinetin igeren ortamlar kullanilmistir. Tiim ortamlarda kallus olusumu
gozlenirken en iyi kok olusumu, IAA ya da NAA iceren ortamlarda gozlenmistir. Tiim
ortamlarda L. stoechas’tan siirgiin olusumu goézlenmistir. L. latifolia’dan alinan

hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda ise, yiiksek oranda siirgiin olusumu gozlenmistir.

Panizza ve Tognoni (1991), calismalarinda L. angustifolia tohumlarinda zayif
cimlenme oldugu i¢in c¢eliklerle vejetatif cogaltim yapmislardir. Yash bitkilerin kok
tact eksplantlardan hem kokli, hem de kdksiz surginler/celikleri Gretim materyali
olarak hazirlanmis olup, 3.0 mgl™ IBA ile muamele ederek koklendirilmistir.

Kumari ve Saradhi (1992), Origanum. vulgare L.’nin kallus kultirinden bitki
rejenerasyonunu ve hizli ¢ogaltimini arastirmislardir. Calismada aseptik kosullarda

kiiltlire alman 15 giinliik fidelerden alman kotiledon, hipokotil ve kok segmentleri
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eksplant olarak kullanilmigtir. Bu eksplantlar ayr1 ayr1 2,4-D, NAA ve BAP’in farkli
kombinasyonlarini (0, 107, 10 ve 10®° M) igeren Gamborg B5 ortamlarinda kiiltiire
almmislardir. En yiiksek kallus olusumu (% 90) 107 M 2,4-D iceren ortamdan elde
edilmistir. Kallus olusumu i¢in en uygun eksplant kaynaginin kotiledon oldugu
belirlenmistir. Kotiledon eksplantlar1 yalnizca 10 °M BAP veya 107 M veya 10° M
NAA +10°M BAP kombinasyonlarinda kiiltiire alindiginda siirgiin olusumu meydana
gelmistir. Bununla birlikte 10° M NAA tamamiyla BAP’in siirgiin olusturmasina
olumsuz etki yapmustir. En iyi siirgiin olusumu 10°M BAP+10°M NAA iceren
ortamdan elde edilmistir. elde edilen 15-20 mm’lik siirgiinler 10° M IBA ve ya 10° M
NAA iceren % GamborgBs sivi ortaminda  koklendirilmis olup, dis kosullara

adaptasyon saglanmustir.

Portilla vd. (1995), yaptiklar1 denemede L. angustifolia in vitro mikrogogaltimi igin
koltuk alt1 meristemleri kullanilmistir. Cogaltim i¢cin NAA, BA ve farkli oranda
kombinasyonlar1 hindistan cevizi siitii igeren ve igermeyen MS ortamlarinda
incelenmistir. Kiiltiirler, 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta 45 m E m?s?
151k siddetin altinda kiiltiire almmustir. 1.15 ve 3.15 mgl™ BAP iceren ortamlarda en iyi
gelisme saglanmistir. Bununla birlikte, 3,15 mg/L BAP iceren ortamdaki siirgiinler 0.5
cm’den kiiciik yaprakl siirgiinler sikilastirilmis buket seklinde bir olusum goriilmiistiir.
Siirgiinler kesilip hormonsuz MS ortamina aktarildiklarinda, 45 giin sonra yaprak ve
gbvdeler de dnemli biiyiime saglanmistir. Daha sonra, siirgiinler 0.2- 0.4 mgl™ IBA
iceren 1/2 oranda MS makro, mikro elementler bulunduran ortamda koklendirilmistir.
Daha sonra, elde edilen bitkiler saksilara sasirtilmis olup, serada dis kosullara adapte

edilmistir.

Nobre (1996), yaptigi c¢alismada Akdeniz yoOresinde bulunan karabas otu (L.
stoechas)’nin in vitro klonal ¢ogaltimi i¢in dis ortamda yetigsmis bitkilerden alinan
koltuk alt1 meristem eksplant olarak kullanilmistir. Caligmada, in vitro ortamda gelisen
stirgiinlerde hiperhidrisiti azaltmak amaciyla optimizasyon yapilmistir. Sonug olarak,
4-5 hafta sonra sirgiin rejenerasyon 217.2 uM adenine hemisilfat (AdS) ve 0.05 uM
NAA i¢eren Margara N30K tuzlar1 ile olusan ortamdan elde edilmis olup, 5.4 uM NAA

iceren ortamda koklendirilmis, %100 adaptasyon saglanmaigtir.
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Sanchez-Gras vd. (1996), baslangicta L. latifolia bitkisinin koltuk alti meristem
eksplantlarini iki degisik macro besin maddeleri, BAP, kinetin ve NAA iceren MS
ortaminda kiiltiire almislardir. Daha sonra eksplantlar %20 hindistan ceviz suti, 0.57
uM TAA ve 8.88 uM BAP iceren MS ortamina aktarilmistir. En iyi siirgiin olusum 5
uM BAP icern MS ortaminda gorilmiistiir. Siirglinlerin kdklendirilmesi i¢in %
miktarda makro ve mikro besin madde iceren MS ortami kullanilmis olup, bitkiler

topraga sasirtilmigtir.

Jordan vd. (1998), L. dentata bitkisinin koltuk alt1 meristem eksplantlarm, BAP, KIN
ve NAA iceren MS ortaminda, mikrogogaltim yapmuslardir. En yiiksek siirglin olusum
oran1 5.0 uM BAP veya 20 uM KIN iceren MS ortaminda gelisen ve daha sonra 8.8 uM
BAP ve %15 hindistan cevizi siitii igeren MS ortaminda elde edilmistir. Siirglinlerin
kdklendirilmesi igin Y2 makro besin maddeleri iceren MS ortami kullanilmis olup,

bitkiler basaril1 sekilde topraga sasirtilmistir.

Andrade vd. (1999), Lavandula vera DC (synonym L. angustifolia) bitkisinde farkli
oranda TDZ ve BAP iceren MS ortamda bogum eksplantdan siirgiin rejenerasyon ve
koklendirme {izerinde bliylime diizenleyicilerin etkisini arastirmiglardir. En fazla
strglin rejenerasyon 2.25 uM TDZ ve ya 2 uM BAP i¢eren MS ortamda goriinmiistiir.
Bu dozlarda eksplantlar iizerinde yiiksek oranda hiperhidrisiti goriilmiistiir.
Koklendirmek icin 0-1 mg/l IBA, 0.2-1 mg/l NAA Y., %2 ve tam konsantrasyonlarda
MS besi ortam ve ¥ konsantrasyonda MS ile aktif komir iceren ortamda
koklendirilmistir. En yiiksek oranda kok olusumu 1 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren Y4
konsantrasyonlu MS ortamda goriilmistiir. Elde edilen bitkiler basariyla dis kosullara

aligtirilmis olup, biyiitiilmistiir. Bitkilerde her hangi anormallige rastlanmamistir.

Tsuro vd. (1999), L. angustifolia nin yaprak eksplantlarindan kallus olusumu ve daha
sonra adventif siirgiin rejenerasyon icin purine veya Ure—tip citokininler kullanilmis
olup, eksplantlar1 25°C sicaklig1 ve 1sik altinda inkiibe edilmistir. Sonuclarina gore,
4.4x10° M BAP iceren MS ortaminda kallus eksplantlar1 iizerinde yesil noktalarin
gosterdigi yerlerde %55.3 siirglin olugsmu goriilmiistiir. TDZ veya CPPU (N-(2-chloro-
4-pyridyl)-N"-phenylurea) iceren ortamlarda kallus yiizeylerinde kompaktligi ve
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yesillenme goriilmiistiir. 4.0 x 107’ M CPPU igeren ortaminda %352 siirgiin olusumu
kayid edilmistir. BAP igeren ortamlarda gelisen siirgiinler 9.9 x 107 M IBA iceren %
MS ortaminda koklendirilmis olup, seralarda adaptasyon saglanmistir. Buna kars1 TDZ

veya CPPU igeren ortamlarda gelisen siirgiinler koklendirilememistir.

Tsuro vd. (2000), L. angustifolia yaprak eksplantindan adventif strglin rejenerasyon
calismalarinda 1 cm veya daha uzun siirgiin elde etmistir. Dort hafta sonra elde edilen
stirgiinler 1.0x10° M 1AA, 1.0x10° M NAA ve 1.0x10° M IBA iceren MS ortamda
koklendirilmistir. En 1y1 koklenme (%74) IAA igeren MS ortamindan elde edilmistir.

Dias vd. (2002), L. viridis bitkisinin koltuk alt1 meristem eksplantlarin 0.44 uM BAP
iceren MS ortaminda mikrocogaltim yapilmistir. Eksplant basina en fazla 11.69 adet
surgiin 0.67 uM BAP igeren %2 konsantrasyonlu MS ortaminda gozlenmistir. Siirgiinler
Gresshoff ve Doy ortaminda koklenmislerdir. Seker konsantrasyonunun 58.4 mM’dan
87.6 mM’a ¢ikarilmasi sonucunda kdklenme oraninda 6nemli bir artig goriilmiistiir.
Elde edilen %80 bitkiler basarili bir sekilde dis ortama sasirtilmistir ve gelisen

bitkilerde normal biiylime gozlenmistir.

Echeverrrigaray vd. (2005), calismasinda tarla kosullarda gelisen L. dentata bitkisinin
koltuk alt1 tomurcuklardan in vitro hizli ¢ogaltimi yapilmistir. En yiiksek siirgiin
olusumu 2.2 uM BAP ve 2.5 uM IBA igeren MS ortaminda goriilmiistiir. Kok gelisimi
icin 2.5 uM NAA iceren MS ortami kullanilmistir. Koklenen bitkiler basarili bir sekilde
topraga aktarilmistir. Elde edilen bitkilerde Kisa vadede (6 ay) normal gelisme
gozlenirken, uzun vadede (1 yildan fazla) bitkilerde diisiik frekanslarda ve kalitsal

olmayan morfolojik degisiklikler belirlenmistir.

Chishti vd. (2006), yaptiklari ¢alismada L. officinalis surglin eksplantini kullanarak, en
verimli hizli gogaltim protokoliinii gelistirmek amaciyla farkli oranda BAP, Kinetin ve
IAA iceren MS ortami kullanmiglardir. Bu denemede 4 hafta sonra en iyi adventif
stirglin olusumu (%80), 2 mg/l BAP iceren MS ortaminda gergeklesmistir. Ayrica elde
edilen siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in 1 mg/l IBA iceren, 2 MS ortami kullanilmis

olup, 4 hafta sonra %80 koklenme gorulmiistiir. Daha sonra koklenen bitkiler kum, kil
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ve vermiklit karisimi (1:1:1) iceren karisimina sasirtilmis 25 °C sicaklikta ve %60 nem

oraninda dis kosullarma aligtirilmstir.

Orhan (2007), L. stoechas tizerinde yaptig1 denemede ¢imlendirme, siirgiin olusumu ve
gelisimi ile koklendirme ig¢in uygun besin ortamlarini belirlemistir. En 1iyi
cimlendirmeler (%97), 1.00 mgl™ BAP igeren MS besin ortaminda gergeklestirilmistir.
Cimlendirilen karabas otu tohumundan elde edilen bitkiciklere ait surgin nod
eksplantlarinda, 0.1 mgl™ NAA iceren MS ortamda ortalama 3.6 siirgiin/eksplant ile
8.44 nod/eksplant ve 0.5 mgl™ IBA iceren MS ortammda ise ortalama 3.44
siirgiin/eksplant ile 8.62 nod/eksplant elde edilmistir. En iyi koklenmeler ise 1 mgl™
NAA (ortalama 3.44 kok/eksplant) ve 0.5 mgl™ NAA (ortalama 2.29 kok/eksplant)

iceren MS ortaminda gozlenmistir.

Falk vd. (2009) L. angustifolia bitkisinin rejenerasyonu i¢in, geng yaprak eksplantini,
karanlikta ve 9 uM TDZ ve ya 2,4-D iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Iki hafta
sonra eksplantlarda kallus olusumu gozlenmis olup, 4 hafta sonra eksplantlar tizerinde
sirglin rejenerasyon goriilmiistiir. Alt1 ve sekiz hafta sonra eksplantlar tzerinde siirgiin
olusumunda artis gézlenmistir. TDZ iceren ortamda, eksplantlar iizerinde her hangi
stirgiin olusumu goézlenmemistir. Daha sonra, siirglinler IBA ile muamele edilerek
koklendirme yapilmis ve 1-4 hafta aras1 %100 kdklenen 400 adet bitki elde edilmis
olup, dis sartlara adaptasyon saglanmistir. Daha sonra, protokolu kullanarak EMS
muamelesi ile mutasyon yapip, bitkiler elde edilmistir. Bir mutant bitkisindeki yag
icerikleri geriye kalan vyabani bitkilerdeki yag igeriklerden belirgin farklilik
goriilmiistiir. Mutasyon ¢alismalari, mono ve sekiterpin iiretim c¢algsmalarinda 6nemli

rol oynayabilmektedir.

Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde siirgiin ucu, gévde koltu alt1 meristemi,
enternodlar ve yaprak eksplantini kullanarak MS ortami ve NAA, BAP, TAA ve kinetin
+ NAA iceren MS ortaminda mikrogogaltim yapmiglardir. Gévde, koltu alt1 meristemi
ve enternodlar 2 mg I'TAA igeren MS ortammnda krem renkli kallus olusumu
goriilmiistiir. Daha sonra, 0.2-0.5 mgl®* BAP igeren MS ortaminda strgiin

rejenerasyonu gorilmiistiir.

14



Peyvandi vd. (2009), L. vera bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada, 2 mg/l BAP igeren MS
ortaminda en iyi adventif slirgiin gelisimi goriilmiistiir; ayrica, 1-2 mg/l 2iP ve ya 1-2
mg/l BAP igeren MS ortaminda adventif siirgiin olusumuyla beraber koklenme
gorilmiistiir. Bu denemede 1 mg/l BAP igceren MS ortaminda en iyi koklenme orani

elde edilmistir.

Zuzarte vd. (2010), in vitro kosullarinda L. pedunculata yayilimi igin guvenilir bir
protokol gelistirmek ve bu bitkilerin ugucu yag iretiminde endiistriyel
uygulama potansiyelini degerlendirmek amagiyla yola ¢ikmiglardir. Bu denmede,
mikrogogaltim i¢in farkli BAP oranlarini igeren MS ortami kullanilmis olup, en iyi
stirgiin olusum orani1 0.25 mg/l BAP igeren MS ortaminda elde edilmistir. Siirglinlerin

koklendirilmesi i¢in oksin kullanilmistir.

Machado vd. (2011), L. angustifolia’nin Provence Blue, English ve Elegance Ice
cesitlerinin kdkledirilmesinde farkli oranda (0, 2.5, 5.0 ve 10 mM) IBA kullanmiglardir.
Bu denemede 5.0 mM IBA’da 'Provence Blue ¢esidinde en fazla kdklenme goriilmiis
olup, Koklenen bitkiler 82% -100% oranda dis sartlara adaptasyon saglamaktadir.

Arrebola ve Socorro (1997), Geng ve yash adagayi (Satureja obovata Lag.) bitkisinden
eksplant alarak mikrogogaltimini arastirmislardir. Calismada tohumlar 0.57 puM
gibberillik asit (GA3) ile muamele edilerek, embriyo dormansisi ortadan kaldirilmas,
ancak GA3 uygulamasi kontrole gore in vitro kosullarda ¢imlenme oraninda 6nemli
etki yapmamustir. in vitro ve in vivo kosullarda yetistirilen bitkilerden alinan tek bogum
eksplantlarindan optimum siirgiin rejenerasyonu 2.22 uM BAP igeren ortamdan elde
edilmistir. Gen¢ kaynakdan alinmig strgunlerin koklendirilmesi, strginlerin 3 giin
sireyle 4.92 uM IBA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinip, MS ortamina transfer
edilmesi ile gerceklestirilmistir. D1s kosullara alistirilan bitkilerin yagsama oraninin %

95°ten daha fazla oldugu belirlenmistir.

Zhao vd. (2003), Fabaceae’ye ait tibbi bir bitki olan Sophora flavescens’ m in vitro
kosullarda c¢ogaltimmi ¢alismiglardir. 2 MS ortaminda kiiltiire alman tohumlardan

fideler elde edilmistir. Fidelerden alman tek bogum eksplantlar1 farkli
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konsantrasyonlardaki TDZ, BAP ve NAA kombinasyonlarini i¢ceren 30 gr/l sukroz ve 7
gr/l agar ilave edilmis MS ortamlarinda, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarinda kiiltiire alimmistir. Olusan siirglinler de farkli konsantrasyonlarda NAA,
IAA ve IBA iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. En iyi siirgiin olusumu 8.88
mgl™ BA ve 2.69 mgl* NAA kombinasyonu iceren MS ortammnda ve en iyi kok
olusumu ise 5.37 mgl’ NAA iceren MS besin ortaminda gerceklesmistir. Siirgiin
olusum oran1 % 93.4, kok olusum orani ise % 82.4 olarak tesbit edilmistir. Eksplant
basina 4.2 adet siirgiin olugsmustur. Olusan siirgiinler slirgiin olusumunu arttirmak icin
ayni ortamda 6 kez alt kiiltiire alinmis ve koklendirilmis bitkicikler dis kosullarada

adaptasyon saglamaistir.

Miachir vd. (2004), Zingiberaceae’ye ait tibbi ve ticari agidan dnemli olan Curcuma
zedoaria Roscoe’(Zedoary) nin mikrogogaltimini, kallus olusumunu ve sekonder
metabolit tiretim ¢alismiglardir. Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki (0.0, 0.5, 1.0,
1.5, 2.0 ve 3.0 mgl™) BAP ve (0.0, 0.2, 0.5 ve 1.0 mgl™) NAA ayr1 ayri, ya da
kombinasyonlarini igeren, 8.0 gr/l agar ve 30 gr/l sukroz ilave edilmis MS besin
ortaminda yetistirilen bitkilerin rizomlarinin  siirgiin  uglart ve meristemleri
kullanilmistir. 2mg/l BAP iceren MS ortamlarda siirgiin ucu eksplantlart % 72.3
oraninda siirgiin olusumu goézlenmistir. Kallus indiiksiyonu ve gelisimi kok pargalarmin
1 mgl* NAA iceren MS ortammnda karanlik ve 25+2 °C’de kiiltiire alinmasiyla
saglanmustir. Bitkicikler basariyla serada dis kosullara alistirilmistir. Endomycorrhiza

muamelesi dis kosulara alistirma ve kok olusumuna yardime1 olmustur.
2.2 Agrobacterium tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarinm Cahsmalari

Gen aktarimi; tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahip olan hiicrelerin
kromozomlarna istenilen genleri tasiyan bir DNA pargasmin yerlestirilmesi ve gen
aktarilmis hiicrelerden yeni bitkilerin elde edilmesidir (Saglam 2010). Bitkilere gen
aktarimi, dogrudan (en yaygmn kullanilanlar1 elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve
biyolistik) ve dolayli (A. tumefaciens ile gen aktarimi) olmak iizere iki grup altinda
toplanabilmektedir (Ar1 2001). Agrobacterium toprakta bulunan timér olusumuna

neden olan veya enfekte olmus bitkilerde gelisen bakteriyel bir bitki patojenidir. Bitki
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patojen bakterisi Agrobacterium tumefaciens dogal Ti plazmidinin bir kismini (T-
DNA) bitkiye transfer ederek bitkileri genetik olarak transforme etmektedir (Wang
1984).

Dronne vd. (1998), in vitro kosullarinda yapilan denemede, bes lavandin ¢esidini
kullanarak, rejenerasyon ve gen aktarimi optimizasyonu yapmislardir. Bu denemede 4
ay sonra '37-70' ¢esidinde, her eksplanttan ortalama 7, diger cesitlerde 0.5-3.5 surgin
elde edilmistir. Agrobacterium-mediated gen aktarim metodunda S-glucuronidase ve
neomycin phosphotransferase Il genleri kullanilmis olup, alt1 hafta sonra yaprak
eksplantlarda, p-glucuronidase geninin ekspresiyonu dogrulanmistir.  Ayrica,
kanamycine dayanikli ortamda 6 hafta sonra kallus olusumu goriilmiistiir. Certitude ve
'41-70" and 'B-110' gesidinde transformasyon frekans sirasiyla %3 ve %89 olarak kayid

edilmistir.

Dronne vd. (1999), Lavandin bitkisinde A. tumefaciens nin AGL1/Gl, EHA105/GI and
C58/GI hatlar1 ’ile gen transferi ve ko-kultivasion siresi uzatma denemesinde bir
optimizasyon calisma yapmislardir. Siirginler 150 mgl™ kanamisinli ortamda
koklendirilmistir. Bu denemede 41 adet transgenik bitki elde edilmistir. Transgenik

bitkilerin teyidi gus analiz, pcr ve RT-PCR ile yapilmistir.

Mishiba vd. (2000), A. tumefaciens’nnin LBA4404 (pTOK233) hattiyla, yaptiklar1 gen
aktarimi ¢alismasinda, Lavandula latifolia bitkisinin yaprak eksplantlarmi 500 mg/1
sefataksim igeren MS ortaminda 7 giin bekletilmis olup, daha sonra 50 mg/1 higromisin
ve 200 mg/l sefataksim iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Bu denemede
higromisin’e dayanaklilik testi X-Gluc‘ile, histokimiyosal GUS analizi yapilmis; %90
basar1 elde edilmistir. Ayrica sonuglarin teyidi icin PCR ve Southern blot analizi

yapilmistir.

Nebauer vd. (2000), Lavandula latifolia iizerinde yaptiklar1 denemede, 35-40 gunlik
yaprak ve hipokotil explantlarina, A. tumefacience’nin EHA105 hatti ve nptll ile gus int
genleri tagtyan kullanarak gen aktarim ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu denemede GUS, PCR

ve southern hibridizasyon testi ile 24 bitkide gen aktarimmnin teyidi yapilmistir.
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Li vd. (2001), genis spektrumlu herbisit glufosinate daynikli nane bitkisi elde etmek
amactyla OCS-upstream-activating sekans (UAS)’nin trimer ile bagh MAS
promoter/activator region[(OCS)3MAS] iceren nopaline synthase (NOS) veya kimerik
promoter tastyan A. tumefaciens hatti kullanarak glufosinate-ammonium veya
fosfinothricin  (PPT)i inaktive yapan fosfonitricin asetiltransferaz (PAT) geni
aktarmustir. Arastiricilar toplam 142 transgenik nane (cv. Black Mitcham) bitki elde
etmistir. Inceleme sonucunda, glufosinate herbicide Liberty sprey ile muamele edilmis
transgenik bitkiler, transgenik olmayan bitkilere gore daha az zarar gormiislerdir. Elde

edilen bitkilerden rasgele se¢ilmis 35 bitkide PCR ile bar pozitif sonu¢ dogrulanmustir.

Xing vd. (2006), L. angustifolia bitkisi rejenerasyon ¢alismasinda, A. tumefaciens’ile
gen aktarimi optimizasyonu icin hipokotil eksplant1 100 uM/L AS iceren MS ortaminda
kiiltiire almiglardir. Daha sonra ko-koltivasyon yapmak icin eksplantlari 2-3 giin normal
MS ortaminda bekletilmis olup, 200 mg/L sefataksim iceren MS ortaminda gelismeler
takip edilmistir. Aktarilan genlerin teyidi GUS, GFP ve PCR analizi ile yapilmis olup,

%40 oranda basar1 saglanmaistir.

Munoz vd. (2008), nane (Mentha spicata) bitkisinden izole edilen ve geranyl
difosfatdan limonen’ile Kkatalize edilen limonene synthase (LS) genini Lavandula
latifolia bitkisine aktarmislardir. Bu denemede T, jenerasyondaki bitkilerin yapraklar
ve ciceklerde LS genin ekspresiyonu monoterpene pro. Le Uretim Gzerinde her hangi
etki yapmamaktadir. Transgenik ve transgenik olmayan bitkilerin farkli biliyiime
asamalarinda toplanan yaprak orneklerde, gen¢ yapraklarda yash yapraklara gore daha
fazla tUglicii yag orami kayid edilmistir. Fakat her 2 bitki kiyaslayinca transgenik
bitklerde {iglicli yag oraninda %450 artis gézlenmistir. Baska monterpenlerde belirgin
miktarda farklilik goriilmiistiir. Kendilenen T, bitkilerden 2 y1l sonra T bitki tohumu
elde edilmistir. LS geni ile transformasyona ugramis yiiksek limonen tasiyan fenotipleri

elde edilmistir.

Tsuro vd. (2009), Lavandin bitkisinde yaptiklar1 gen aktarimi ¢alismasinda
Agrobacterium rhizogenes iceren plG121-Hm genini kullanmiglardir. Bu denemede ko-

kultivasiyonun besinci giiniinde, yaprak ve kallus olusturan yaprak eksplantlar
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alinarak, p-Glucronidase (GUS) analizi yapilmistir ve kallus olusturan yaprak
eksplantlarinda GUS analiz sonucu pozotif goriilmiistiir. En yiiksek adventif siirgiin
olusum oran1 (%77.5), bitki biiylime diizenleyicilerine bagl olarak, 0.02 mg/L. CPPU
iceren MS ortaminda elde edilmistir. Ayrica bu denemede sagak kok eksplantinda gen
aktarimi1 yapmak i¢in A. rhizogenes (%20.6) kullanmak, A. tumefaciens’den (%3.3)

daha verimli olmaktadir.

19



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Bitki materyali olarak kullanilan L. angustifolia Miller subsp. angustifolia Miller ve L.
stoechas L. subsp. stoechas L. bitkilerin tohumlar1 Prof. Dr. Neset ARSLAN, Ankara

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliim’iinden temin edilmistir.

3.2 Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar

Hem L. angustifolia, hem de L. stoechas bitkisi i¢in yapilan denemelerde %3 sukroz ve
%0.65’lik agar (Duchefa, Holanda) ile katilastirilan MS ortami (Murashige ve Skoog
1962)(Cizelge 3.1) kullanilmistir. Ortamlarin hazirliginda bidistile saf su kullanilmis
olup, deneme ihtiyacina gore besin ortamlarma farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime
diizenleyicileri (BAP, 1AA, NAA, IBA, GA; ve Askorbik asit) ilave edilmistir. Besin
ortamlarinin pH’1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’¢ ayarlanmis olup,
Hirayama (Japon) markali otoklavda 118 kPa basing altinda ve 121°C’de 20 dakika
tutularak steril edilmistir. Biiyiimeyi diizenleyicilerin stok soliisyonlar1 uygun
cozlculerde c¢ozuldikten sonra bidistile saf su ile istenen miktarlarda ve oranlarda
hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Tiim kiiltiirler 20000 liikks beyaz floresan 1s1ginda (Philips
daylight markas1 ve 36 w) 16 saat 151k fotoperiyodunda 24°C’de tutulmustur.
Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin i¢inde ylriitiilmistiir. Her
muamele i¢in, icerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii petri kutular1 (100 x
10 mm) ya da magentalar (GA") kullanilmistir. Ortamlarin, magenta kaplarmm ve saf
suyun sterilizasyonu Hirayama (Japon) markali otoklavda 118 kPa basing altinda ve
121°C’de 20 dakika tutularak yapilmistir. Petri kutular1 160°C’de 2 saat Memmert

(Almanya) markali etiivde steril edilmistir.
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Cizelge 3.1 MS ortammda bulunan makro, mikro elementler ve vitaminlerin

konsantrasyonlar1
Ortamda
buluonratt?\nl:/ld:kro Koni bul_u han Koni %Eﬁrr?:r? Koni
Elementler (mg 1) Mikro (mg 1) Vitaminler (mg 1)
Elementler
NH4NO3 1650 Kl 0.83 Myo-Inositol 100.000
KNO3 1900 H3BO3 6.20 Nicotinic Acid 0.500
CaCl2.2H20 440 MnS04.4H20 22.300 | Pyrotinic Acid 0.500
MgS04.7H20 370 ZnS04.7H20 8.600 Thiamine-HCI 0.100
KH2PO4 170 Na2Mo04.2H20 | 0.250 Glycine 2.000
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeSO4.7H20 27.850
Na2EDTA.2H20 | 37.250

Cizelge 3.2 Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢coziiciileri ve saklama kosullar1

Buytme Diizenleyicileri Cozucu Saklama Kosullan (°C)
BAP 1 N NaOH +4
IAA 1 N NaOH +4
NAA 1 N NaOH +4
IBA 1 N NaOH +4
GA3 1 N NaOH +4
Askorbik asit H,0 +4

3.3 Tohum Canhlik Testi

Hem L. angustifolia, hem de L. stoechas tohumlari, 1 mg/ml hesabiyla hazirlanmis

tetrazoliyom chloride ¢oOzeltisi ile muamele ederek 24 saat karanlikta bekletilmistir.

Daha sonra tohumlarin kirmizi rengi incelenerek tohum canliligi tespit edilmistir.

Canlilik testi i¢in her 2 tiirden 200 tohum kullanilmistir.

3.4 Tohumlarin In vitro Kosullarda Sterilizasyonu

Hem L. angustifolia hemde L. stoechas tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, ticari

camasir suyunun (Ace, Tirkiye) % 5, 10, 15 ve 20’lik dozu ve her biri 3 farkl siirede

(4, 7, 10 dk), oda sicakliginda uygulanmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar

steril saf su ile 5’er dk, 3 kez durulanmistir. Tohum sterilizasyonu, steril edilmis beher
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ve manyetik karistiric1 kullanarak yapilmigtir. Steril edilen 200’er adet tohum steril petri
kaplar1 igerisinde %3 sukroz igeren ve %0.65 agar ile katilagtirilan MS besin ortaminda

24+2°C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir.

Ancak, L. angustifolia tiiriiniin ¢imlenmesinde gii¢ gorildigii igin tohum ¢imlendirmek
icin ayrica, 2 deneme kurulmustur. Birinci denemede L. angustifolia tohumlar: steril
ederek 24 saat, oda sicakliginda 1 mgl™ GAg iceren steril saf su i¢inde bekletilmis olup,
steril petri kaplar1 igerisinde %3 sukroz iceren ve %0.65 agar ile katilastirilan MS besin
ortamimda 24+2°C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda (Philips daylight markas1 ve 36 w)
¢imlendirilmistir. Tkinci denemede ise L. angustifolia tohumlar steril edildikten sonra,
kabinde kabuklarinda cizgiler olusturarak, steril petri kaplar1 igerisinde %3 sukroz
iceren ve %0.65 agar ile katilastirilan MS besin ortaminda 24+2°C’de 16 saat 151k

fotoperiyodunda ¢imlendirmeye alinmistir.

3.5 Eksplant Segimi

Steril edilen tohumlardan L. stoechas 5-6 giin sonra ve L. angustifolia bitkisi ise 23-25
giin sonra ¢imlenmistir. Cimlendikten 10 giin sonra elde edilen L. stoechas ve L.
angustifolia bitkiciklerinin adventif siirgin rejenerasyonu icin primer yaprak, kotiledon
yaprak ve hipokotil eksplantlar1 ve mikrogogaltim i¢in kotiledon bogum, yukardan
birinci, ikinci, liclincii koltuk alti meristemleri ve meristematik ucu eksplantlar

kullanilmustir (Sekil 3.1-3.2).
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Primer
Yaprak —>

Kotiledon
/ Yaprak
Kotiledon ‘ /
Bogum —» .
N ~ <— Hipkaotil

i

Sekil 3.1 L. angustifolia 10 glinlik bitkisinden adventif surgln rejenerasyonu igin
kotiledon yaprak, primer yaprak, hipokotil ve mikrogogaltim i¢in kotiledon
bogumu eksplantlarmin se¢imi (orijinal)

'«— Meristematik
\ ~—— Primer yaprak dct

Kotiledon yaprak

\ Koltuk alti
'd %
meristem

o™
P ¢

Hipokotil
Kotiledon
bogum
3 a

Sekil 3.2 L. stoechas: a. 10 gunliuk bitkisinden adventif slrgin rejenerasyonu icin
kotiledon yaprak, primer yaprak, hipokotil ve mikrogogaltim i¢in kotiledon
bogum eksplantlarin se¢imi, b. 40 giinliik bitkisinden mikrogogaltim igin
koltuk alt1 meristemleri ve meristematik uc eksplantlarin se¢imi (orijinal)
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3.6 Surgunlerin Koklendirilmesi

In vitro kosullarda gelisen L. stoechas bitkilerin sdrginleri 56 cm uzunluga
geldiklerinde kesilerek, steril Magenta® kutulari icinde 1.00 mgl™ IBA iceren MS

ortamda koklendirilmistir.

Buna karsi, in vitro kosullarda 5-6 cm gelisen L. angustifolia bitki strgtnleri kesilerek,
steril Magenta® kutulari i¢inde 1.25 mgl™ IBA iceren MS ortamda kéklendirilmistir.

Hem L. angustifolia hem de L. stoechas transgenik aday bitkileri yukarda belirtilmis
ortamlara ilave olarak 50 mgl™ kanamisin monosiilfat ve 500 mgl™ Augmentin

kullanarak koklendirilmistir.

3.7 Elde Edilen Koklenmis L. angustifolia ve L. stoechas Bitkilerin Dis Sartlara
Alstirilmasi

3.7.1 Daimi daldirma sistemi

Bu c¢alismada in vitro kosullarda cogaltilmis bitkilerin kokleri, delinmis ambalaj
kdpukleri icerisinden gegirilmis olup, pH’s1 5.7-5.8 olan 200 ml s1vi MS ortam veya 1
mg/l GAz, 1 mg/l IBA ve 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda ayr1 ayr1 daldirilmustir.
Kiiflenme ve ortam eskilenmesini onlemek i¢in siv1 kiiltiir ortamlar1 haftada bir kere
yenilenmistir. Ayrica her deneme kabi i¢inde 10 adet bitki aktarilmis olup, 4 tekerriirli
sekilde 24+2°C altinda ve yaklasik 4000 lux 16 saat 151k ve 8 saat karanhk

fotoperyodunda tutulmustur.
3.7.2 Killi toprak ve hayvan giibre karisim
Killi toprak ve hayvan giibresi 1:1 sekil de karigtirilmis olup, 160°C sicaklita, 2 saat

steril edilmistir. Bu karisim, alt kisimlarinda drenaj i¢in delikler bulunduran saksilara

doldurulmustur. Tim saksilar tarla kapasitesine kadar sulanmis olup, her saksi
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icerisinde 8 adet bitki, 5 tekerriirlii sekilde sasirtilmstir. Deneme 24+2°C altinda ve

yaklasik 4000 lux, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperyodunda yapilmistir.

3.7.3 Kum

Kum, 160°C sicaklikta, 2 saat siire ile steril edilmistir ve daha sonra saksilara aktarilmis
olup, koklendirilmis bitkiler sasirtilmistir. Her saksinin alt kisminda drenaj i¢in bir delik
acilmistir ve tarla kapistesine kadar sulanmistir. Her saks1 i¢inde 5 adet bitki olup, 8
tekerriirlii sekilde 24+2°C altinda ve yaklasik 4000 lux, 16 saat 151k fotoperyodunda

tutulmustur.

3.7.4 Perlit

Perlit yiiksek oranda su emme 06zelligine sahip olup, yiiksek sicakliklarda hafifce
hacimlenmektedir. Calismada kullanilacak perlit, 160°C sicaklikta, 2 saat siireyle steril
edilmis, drenaj icin altinda delikler bulunduran plastik saksilara aktarimistir. Daha
sonra tarla kapistesine kadar sulanmistir. Ayrica, her saksi iginde 5 adet bitki olup, 8
tekerriirlii sekilde 24+2°C altinda ve yaklasik 4000 lux, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik
fotoperyodunda birakilmaistir.

3.7.5 Kil ve torf karisim

Kil ve torf 1:1 oranda karistirilmis olup, 160°C sicaklikta ve 2 saat siireyle steril
edilmistir ve daha sonra plastik saksilara doldurulmustur. Her saksinin alt kisminda
drenaj i¢in delikler bulundurulmus olup tarla kapistesine kadar sulanma yapilmstir.
Ayrica, her saksi iginde 5 adet bitki olup, 8 tekerriirlii sekilde 244+2°C altinda ve
yaklasik 4000 lux, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperyodunda birakilmistir.

3.7.6 Torf

Torf 160°C sicaklikta 2 saat siire ile steril edilmis ve daha sonra saksilara

doldurulmustur. Ayrica saksilarda drenaj i¢in delikler agilmis olup, her saksi tarla
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kapistesine kadar sulanmistir. Her saksi i¢inde 5 adet bitki olup, 8 tekerriirli sekilde
24+2°C altinda ve yaklasik 4000 lux, 16 saat 151k fotoperyodunda tutulmustur. Saksilara
aktarilan bitkileri korumak amacyla iizerinden sefaf polietilen torbalar gecirilmis olup,
bitki adaptasyonu saglanmistir. Polietilen torbalar siirekli olarak her giin bir ka¢ dakika
kiif 6nlemek ve havalandirma amaciyla agilmistir. Ayrica, asiri bitki transpirasyonunu
onlemek amaciyla saksilar direk giines 1s1gindan uzak tutulmus, iklim odasinda
24+1°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, gelisen bitkiler posetten ¢ikartilmis olup, %45

nem ve oda sicakliginda 4 hafta biiylimeleri takip edilmistir.

Bitkiler sasirtilmadan once, bitki yatagmmin 8 farkli yerinden rastgele 15-30 cm
derinlikten toprak ornekler alinmis, temiz plastik kovada karistirilmistir. Daha sonra,
karigtirilmig topraktan 1 kg Ornegi Ankara, Yenimahalle, Toprak Giibre Arastirma
Enstitiisiine toprak analizi i¢cin gonderilmistir. Ayrica bitki yatagi Onerilen sekilde
hazirlanmig olup, yabanci otlar el ile temizlenmistir. Daha sonra, toprak tirmikla diiz
hale getirilip ve ¢izgili ¢apa ile 40 x 40 cm olarak swra arasi ve sira iistii mesafe
tutulmustur. Tklim odasinda gelisen bitkileri tarlaya sasirtmak i¢in 15 cm genislik ve 20
cm derinlikte olan delikler a¢ilmis olup, deliklerin igine tarla kapistesine kadar su
doldurulmustur ve toprak 2-3 saat bekletilmistir. iklim odasinda gelisen bitkilerin
tarlaya sasirtilirken bitkileri dikmek amaciyla agilan deliklerin derinlik ve genislikle
beraber topragmin tarla kapistesinde oldugu kontrol edilmistir. Daha sonra bitkiler dik
sekilde konulmus olup, dikilmistir. Ayrica, bitkiler topraga sasirtilirken koklere zarar
vermemeye ¢alisilmistir. Bitkileri dikildikten sonra, etrafinda buharlasmay1 engellemek
icin saman Ortlisii konulmustur. Sulama ilk 10 giin her aksam ve daha sonra bitkilerdeki
gelisme ve biiyiime dikkate alinarak her 7 giinde bir yapilmistir. Bitkilerin gelismesini
saglamak ve topragin havandirilmasi i¢in iki haftada bir yabanci ot miicadelesi

yapilmaistir.

3.8 Meteorolojik Gozlemler

Hem transgenik hem de transgenik olmayan bitkilerin, aligtirma siirece uzun yillarin
(2000-2010) ortalama sicaklik (Cizelge 3.3) ve 2011 (Ocak-Temmuz) ’in aylik ortalama
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en diisiik, en fazla ve ortalama sicaklik, nisbi nem ve toplam yagis (Cizelge 3.4) ile ilgili

meteorolojik gozlemler Meteoroloji Genel Miidiirliigii Ankara’dan alinmustir.

Cizelge 3.3 2000-2010 yillarinin, ayhik ortalama sicaklik ile ilgili meteorolojik veriler”

YIL/AY | Ock | Sub | Mar | Nis | May | Haz | Tem | Agu | Eyl | Eki | Kas | Ara
2000 | -34|-11| 45 | 13.0| 155|198 | 265|228 | 189 | 122 | 87 | 2.2
2001 30 | 41 | 115|126 | 148 | 219 | 26.3 | 24.7 | 208 | 13.2 | 6.9 | 25
2002 | -38| 50 | 86 | 104 | 16.7 | 20.8 | 248 | 225 | 183 | 13.3| 8.0 | -0.8
2003 54 |-03| 32 |103|19.0 | 226 | 235 | 243 | 180|144 | 80 | 1.9
2004 02 | 24 | 72 |115| 158 | 200 | 23.6 | 229|193 | 142 | 7.2 | 2.3
2005 35|25 |61 |116|16.6 | 195 | 25.0 | 25.4 | 18.7 | 108 | 6.1 | 3.0
2006 | -1.7| 04 | 75 | 131|166 | 216|232 | 272|182 | 136 | 56 | 1.1
2007 12 | 25 | 73 | 96 | 21.0 | 23.1 | 27.3 | 26.7 | 21.2 | *** | *** | 20
2008 | -39 | 0.2 | 10.3 | 14.0|16.0 | 223 | 252|272 |20.1| 133 | 87 | 2.1
2009 26 | 42 | 55 | 114 | 16.2 | 226 | 24.0 | 23.7 | 185|166 | 7.4 | 54
2010 31| 65| 85 122|184 | 215 | 26.2 | 284 | 225|122 | 112 | 6.1

* Meteoroloji Genel Miidiirliigii, Ankara

Cizelge 3.4 2011 (Ocak-Temmuz) ’in aylik ortalama en diisiik, en fazla ve ortalama
sicaklik, nisbi nem ve toplam yagis ile ilgili meteorolojik veriler

Aylik en Avlik en
diistik y Ortalama Ortalama Toplam
sicaklik fazla sicaklik sicaklik nisbi nem yagis
ortalamalart ortalamalar1

Ocak -0.1 5.4 2.4 78.5 42.0
Subat -1.0 7.9 3.2 69.8 24.3
Mart 1.2 11.2 6.0 67.1 57.5
Nisan 5.6 15.0 10.0 65.6 50.1
May1s 9.8 21.2 15.2 62.3 73.1
Haziran 13.1 26.4 19.7 55.4 44.4
Temmuz 17.2 32.5 25.6 42.7 10.7

* Meteoroloji Genel Miidiirligii, Ankara

3.9 Bakteri Materyali

Hem L. angustifolia hem de L. stoechas bitkileri i¢in yapilan gen aktarimi

calismalarinda Agrobacterium tumefaciens’nin  GV2260::p35 gus

4404::pRGGbar hatlar1 kullanilmagtur.

27

int ve LBA




A. tumefaciens GV2260 (p35S GUS-INT): NPT-Il geni NOS promoter ve terminator,

GUS intron geni ise 35S promoter ve terminator dizileri tarafindan kontrol edilmektedir.

A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar: hem gus hem de bar geni tasimakdir. GUS gen
Tnos promoter ve P35S terminator ve BAR geni ise pAg7 promoter ve Pnos terminator
tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 3.3).

pRGG bar
RB Tnos gus P35S E35S Pnos bar pAg7 LB
A 281 C 4 ——c———————) |
pPromoter guemgiceren genler. terminator e

Sekil 3.3 pRGGbar gen haritasi

3.10 Bakteri Kiiltiirlerinin Saflagtirilmasi ve Biiyiitiilmesi

Siv1 bakteri kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasina, NA besin ortaminda biiyiitiilmiis olan bireysel
kolonilerden baslanmis, tek koloniler steril lup ile alindiktan sonra gerekli
antibiyotikleri igeren NB (Sigma Chemical Co St Lo, Mo) bakteri bliyiitme ortamina
konulmustur. Daha sonra bakteri kiiltiirleri ¢calkalamali inkiibatorde, 190 devir/d (rpm:
revolution per minute) ve 28°C’lik sicaklikta 1 ya da 2 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu
kiiltlirler daha sonra gen aktariminda kullanilmistir. Yeniden bireysel koloniler elde
edebilmek icin ¢ok az miktarda bakteri kiiltlirii agarli besin ortami {izerine steril bir
lupla yayilmus, bu kiiltiirleri igeren petri kutular ters ¢evrilerek 28°C’de inkiibe edilmis
olup, 2 giin i¢inde kolonilerin olustugu gézlenmistir. Herhangi bir bulagsmay1 énlemek

icin biitiin bakteriyel ¢aligmalar laminar flow kabin igerisinde yapilmistir.

3.11 Antibiyotikler

Bakteri bilylitme ortamlarina ilave edilmeden once her antibiyotik, 0.45u Millex siringa
ile kullanilan mikro filtreler (Millipore, MA, ABD) kullanilarak steril edilmis ve
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otoklavdan ciktiktan sonra 1sis1 40-45°C’ye diismiis olan ortamlara ilave edilmistir. Bu
amacla kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlar Gizelge 3.5 ve 3.6’de verilmistir.
GV2260 p35GUS-INT ve LBA 4404 pRGGbar bakteri hatlar1 biiyiitiiliirken ortama 50
mg/l rifampisin, 50 mg/l kanamisin monosiilfat eklenmistir. Rifampisin, metanol,
kanamisin monosulfat ise su ile ¢ézuldukten ve filtre sterilizasyonundan sonra stok

cozeltiler -20°C°de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.5 A. tumefaciens hatlarmin biyiitilmesinde kullanilan antibiyotikler,
coziiciiler ve saklama kosullar

Kullanim Stok Saklama

Antibiyotikler Cozuculer |  kosullar
oranlar (mg/l) | (mg/ml) °C)
Rifampisin* 100 50 Metanol -20
Kanamisin monosulfat** 100 50 su -20

*, ** Sigma-Aldrich Chemical Co, St Lo MO

Cizelge 3.6 Gen aktarimi yapilan dokularm seleksiyonunda kullanilan antibiyotikler,
cozlculer ve saklama kosullari

Stok Kullanmilan Saklama
Antibiyotikler S(zlrﬂ;%(;n konsantrasyon Gozticd kosullar (°C)
Kanamisin monosulfat 50 50 Su -20
Augmentin* 100 500 Su -20

*Glaxo-SmithKline Istanbul, Tirkiye

3.12 Bakteri Kiiltiirlerinin Kisa ve Uzun Siireli Korunmasi

A. tumefaciens kulturleri, secici antibiyotikler iceren 5-10 ml NB (Lab-Lemco Powder
1.0 g/l; maya 0zU (yeast extract) 2.0 g/l; Pepton 5.0 g/l; Sodyum klorit 5.0 g/l)
ortaminda bir gece 28°C’de 150 devir/d (rpm)’da inkiibatdrde (Lab-therm-isvicre)
biiyltiilmistiir. Kisa siire i¢in kullanilmak amaciyla NA (Nutrient Agar - Sigma Aldrich
chemical Co. St. Lo. Mo) igeren ortamda cizilerek 28°C’de biiyiitiilmiistiir ve daha
sonra elde edilen bakteri kiiltiirleri stre¢ film ile sarilmis, ters ¢evrilen petri kutularinda

4°C’de 6 hafta korunmustur.
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Daha uzun siireli muhafaza islemi esit miktarda bakteri kiiltiiri ve %40 gliserol igeren
NB (Nutrient Broth - Sigma Aldrich chemical Co. St. Lo. Mo), 2 ml’lik kriyogenik
tiiplerde karistirildiktan sonra sivi azotla hizli bir sekilde dondurulup, -80°C’de
muhafaza edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltiirlerinin canliligin1 10 y1l boyunca muhafaza

etmek mimkindir (Frank ve Simione, 1998).

3.13 Gen Aktarilmis Bitkilerin Belirlenmesi

Secici rejenerasyon ortamlarinda gelisen transgenik aday L. angustifolia ve L. stoechas
bitkilerinin stirgiinleri, kanamisin monosiilfat igeren besin ortaminda koklendirildikten
sonra saksilara aktarilmistir. Bu bitkilerin transgenik olup, olmadiklar1 histokimyasal

GUS analizi ile teyit edilmistir.

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987)’in tarif ettigi sekilde yapilmistir. Bitki
dokular1 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, %0.1 Triton X —100 ve 1
mM 5 bromo — 4 chloro 3 indolyl glucoronide (X-GLUC) igeren soliisyonda 37°C’de
12-24 saat inkibe edilmistir. Daha sonra ornekler %95 etanolda yikanmis olup,

transgenik dokularinda mavi renk ve bolgeleri gézlenmistir.

3.14 PCR

Dis kosullarda alistirilmis L. angustifolia ve L. stoechas bitkilerinden 6rnekler alinarak,

DNA izolasyon ve GUS icin PCR, Xing vd. (2006)’nin yaptig1 yontem ile yapilmistir.

3.15 Transgenik Aday L. angustifolia ve L. stoechas Bitkilerin Adaptasyonu ve
Tarlaya Sasirtilmasi

Transgenik olmayan bitkilerin adaptasyonunu yaparken torfun en iyi substrat oldugu
belirlendigi i¢in transgenik aday bitkilerin adaptasyonunda da, torf 160°C sicaklikta 2
saat siire ile steril edilmis, saksilara doldurulmustur. Ayrica saksilarda drenaj i¢in
delikler agilarak, tarla kapistesine kadar sulanmistir. Her saksi i¢inde 5 adet bitki olup, 8

tekerriirlii sekilde 24+2°C altinda ve yaklasik 4000 lux, 16 saat 151k fotoperyodunda
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tutulmustur. Saksilara aktarilan transgenik aday bitkileri korumak amacyla tizerinden
sefaf polietilen torbalar gegirilmis olup, adaptasyon saglanmistir. Polietilen torbalar
surekli olarak her giin bir ka¢ dakika kiif 6nlemek ve havalandirma amaciyla agilmistir.
Ayrica, asirt bitki transpirasyonunu onlemek amaciyla saksilar direk giines 1s1§indan
uzak tutulmus, iklim odasinda 24+1°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, gelisen
transgenik aday bitkiler posetten ¢ikartilmis olup, %40-45 nem ve oda sicakliginda 4
hafta biiylimeleri takip edilmistir. Transgenik aday bitkiler sasirtilmadan once, bitki
yatagmin 8 farkli yerinden rastgele 15-30 cm derinlikten toprak 6rnekler alinmis, temiz
plastik kovada karigtirilmistir. Daha sonra, karistirilmis topraktan 1 kg 6rnegi Ankara,
Yenimahalle, Toprak Giibre Arastirma Enstitiisline, toprak analizi i¢in génderilmistir.
Ayrica bitki yatagi 6nerilen sekilde hazirlanmis olup, yabanci otlar el ile temizlenmistir.
Daha sonra, toprak tirmikla diiz hale getirilip ve ¢izgili capa ile 40 x 40 cm olarak sira
aras1 ve sira iistii mesafe tutulmustur. iklim odasinda gelisen transgenik aday bitkileri
tarlaya sasirtmak i¢in 15 cm genislik ve 20 cm derinlikte olan delikler agilmis olup,
deliklerin icine tarla kapistesine kadar su doldurulmustur ve toprak 2-3 saat
bekletilmistir. Iklim odasinda gelisen bitkilerin tarlaya sasirtilirken bitkileri dikmek
amaciyla agilan deliklerin derinlik ve genislikle beraber topraginin tarla kapistesinde
oldugu kontrol edilmistir. Daha sonra, transgenik aday bitkiler dik sekilde konularak,
dikilmistir. Ayrica, transgenik aday bitkiler topraga sasitilirken koklere zarar
vermemeye ¢alisilmistir. Bitkileri dikildikten sonra, etrafinda buharlagsmay1 engellemek
icin saman 6rtislt konulmustur. Sulama ilk 10 giin her aksam ve daha sonra transgenik
aday bitkilerdeki gelisme ve biiyiime dikkate alinarak her 7 giinde bir yapilmustir.
Transgenik aday bitkilerin gelismesini saglamak ve topragin havandirilmasi igin iKi

haftada bir yabanci ot miicadelesi yapilmistir.

3.16 Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Hem L. angustifolia hem de L. stoechas bitkisi i¢in yapilan rejenerasyon ve kdklenme

denemeleri 3 tekerrirli olarak Tesadf Parselleri Deneme Desenine gore kurulmustur.

Her iki tlrin transgenik olmayan ve transgenik aday bitkilerin adatasyon denemelerinde

ise 8 tekeriir ve her tekeriirde 5 bitki kullanilmigtir. Elde edilen verilerin varyans analizi

31



icin SPSS for Windows 17 bilgisayar programi kullanilmistir. Gerektiginde, muamele
ortamlarin1  karsilastirmak amaciyla MSTAT-C bilgisayar programi kullanilmigtir.
Muamele ortamlarmin (degiskenlerin) 3-6 arast oldugunda LSD, 7-15 arasinda Duncan
ve <16 i¢in ise Tukeys’b testi kullanilmistir. Yiizde degerler, istatistik analizinden dnce

arcsin degerlerine ¢evirilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 L. angustifolia Bitkisinin YUlzey Sterilizasyon

L. angustifolia tohumlarmnin yiizey sterilizasyonu, ticari gamasir suyunun (Ace, Turkiye)
% 5, 10, 15 ve 20’lik dozu ve her biri 3 farkli stirede (4, 7, 10 dk), oda sicakliginda
uygulanmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 5’er dk, 3 kez
durulanmugtir. Steril edilen 200°er adet tohum steril petri kaplar1 igerisinde %3 sukroz
iceren ve %0.65 agar ile katilastirilan MS besin ortammda 24+2°C’de 16 saat 151k
fotoperiyodunda 4 hafta sonra ¢imlenmis olup, 8 hafta sonra bulagiklik ve ¢imlenme

orant ile ilgili verilerin varyans analizi yapilmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Sekil 4.1 MS ortaminda ¢imlenen L. angustifolia tohumlar1 (bar =1 c¢m)

Yapilan varyans analizi sonucunda muameleler (¢amasir suyu orami ve uygulama
stireleri) arasinda istatistiksel olarak farkliligi olmadig: tespit edilmistir. Cizelge 4.2°de
goriildiigli gibi 4 camasir suyu orani ve 3 farkli siire uygulama sonucunda L.
angustifolia bitkisinde %0.00—-13.33 arasinda ¢imlenme degismistir. En fazla (%13.33)
cimlenme %10 camasir suyu, 4 dk; %5 ¢amasir suyu, 4 dk ve %5 ¢amasir suyu, 10 dk
sterilizasyon uygulamasi ile elde edilmistir. Ayrica, denemede tiim uygulama siireleri ve

camasir suyu oranlarin muamele sonucunda her hangi bulagiklig1 giiriilmemistir.
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Cizelge 4.1 Farkli ¢amasir suyu oran ve uygulama sireleri sonucunda L. angustifolia
tohumlarinin ¢imlenme ve bulagiklig: ile ilgili verilerin varyans analizi

sonuglari
Cimlenme oram (%)
VK SD KO F
Uygulama Siiresi x Camasir Suyu Orani 11 100.00 1.50
Hata 24 66.67
Genel Toplam 35

Cizelge 4.2 Farkli ¢amasir suyu orani ve uygulama sureleri sonucunda L. angustifolia
tohumlarinin ¢imlenme ve bulagikligi ile ilgili sonuglari

Muamele
. amasir suvu Cimlenme oram (%)
Siire (dk) ¢ imas o
10 20 0.00
7 20 0.00
4 20 6.67
10 15 6.67
7 15 0.00
4 15 0.00
10 10 0.00
7 10 6.67
4 10 13.33
10 5 13.33
7 5 0.00
4 5 13.33

Tetrazolium testi

Tetrazolium testi, doku kiiltiiri ¢aligmalarmi kolayca devam ettirmek ig¢in, ayrica,
yuksek miktarda tohum cimlenmesi ve fazla miktarda steril bitki elde etmesinde,
kolaylik saglamaktadir. Yukarda belirtilmis sonuglarda L. angustifolia bitkisinin
tohumlarinda diisik ¢imlenme rastlanmigtir. Dolaysiyla, tohumlarin canliligi tespit,
etmek amaciyla tetrazolium testi sonucunda tohumlarda %90-95 canlilig1 tespit
edilmistir. Yiizey steril edilmis tohumlardaki ¢imlenme diisiikliiglin sebebi tohumlarda
dormansi oldugu diisiintilmiistiir ve dormansi kirmak amaciyla iki deneme kurulmustur.
Birinci denemede L. angustifolia tohumlari steril edilerek 24 saat, oda sicakliginda 1

mgl™ GAs iceren steril saf su icinde bekletilmis olup, steril petri kaplar1 igerisinde %3
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sukroz iceren ve %0.65 agar ile katilastirilan MS besin ortaminda 24+2°C’de 16 saat

151k fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir. Ancak, her hangi ¢imlenme goriilmemistir.

Ikinci denemede ise L. angustifolia tohum kabuklarimi cizerek, steril petri kaplari
icerisinde %0.65 agar ile katilastirilan, %3 sukroz igeren MS besin ortaminda
24+2°C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda ¢imlendirmistir. Deneme sonucunda tohum
c¢imlenme ylizdesinde belirgin artis goriilmemis olup, ¢imlenme %210-15 arasinda

degismistir.

Dolayisiyla, denemede kullnilacak tohumlarin ¢imlenmesi i¢in ¢izilmemis tohumlar

kullanmis olup, MS ortam tercih edilmistir.

4.2 L. angustifolia Bitkisinin Doku Kiiltiirii Calismalar

4.2.1 Farkh BAP, NAA ve GAj dozlarin L. angustifolia bitkisinin primer yaprak
eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Adventif slrgin rejenerasyonu elde etmek amaciyla L. angustifolia'nn in vitro
kosullarda 3-4 haftada ¢imlenen 10 glnlik bitkiciklerden elde edilen primer yaprak
eksplantlar1 kullanilmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore her hangi
eksplantta adventif siirglin rejenerasyonu goriilmemis olup, kallus olusumu ve siirglin
primordialar1 gézlenmistir. Ancak, kalluslar ilk 6nce yesil, sonra kahve yesil ve daha
sonra kahve renklerine doniismiislerdir. On iki hafta sonra, primordialar iizerinde her
hangi bir gelisme gézlenmemistir. Ayrica, eksplantlarm taban kisimlarinda nekrosis
izlenmistir. Elde edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 ¢gizelge 4.3’de
verilmistir. Cizelge’de goriildiigli gibi ortamlarin kahve yesil ve kahve renkli kallus
olusum oranlar: tizerinde ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farkli etki goriilmiistiir.
Nekrotik kallus olusum orani iizerinde ortamlarin her hangi etkisi bulunmamistir.
Farkliligin 6nem diizeyini tespit etmek amaciyla Tukey’s-b testi yapilmis olup, elde
edilen sonuclar gizelge 4.4’de verilmistir. L.angustifolia, primer yaprak eksplanti
rejenerasyonundan elde edilen kahve yesil renkli kallus olusum orant %0-60.00 arasi
gorilmis olup, en fazla %60 kahve-yesil renkli kallus olusum orani1 0.25 mg/l BAP,
1.25 mg/l NAA ve 1.00 mg/l GAs (Sekil 4.2.a) igeren MS ortaminda gozlenmistir.
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Ayrica, ¢izelgeye gore farkli oranlarda NAA, BAP ve GAj3 iceren MS ortaminda kahve
renkli kallus olusum orani %26.67-100.00 aras1 degismistir. En fazla %100 kahve renkli
kallus olusum orani, 0.25 mg/l BAP- 1 mg/l GAs; 0.25 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA- 1
mg/l GAs; 0.25 mg/l BAP- 0.50 mg/l NAA- 1 mg/l GAs; 0.25 mg/l BAP- 0.75 mg/I
NAA- 1 mg/l GAs (Sekil 4.2.b); 0.25 mg/l BAP- 1 mg/l NAA- 1 mg/l GAs; 1.25 mg/I
BAP- 0.25 mg/l NAA- 1 mg/l GAsz; 1.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA- 1 mg/l GA3

iceren MS ortamlarinda goriilmiistiir.

Cizelge 4.3 L. angustifolia bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GAj; dozlarmin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Kahve yesil renkli Kahve renkli Nekrotik kallus
VK sD kallus olusum orani kallus olusum olusum oram
(%) orani (%) (%)
KO F KO F KO F
Ortam 17 | 142745 | 3717 | 1647.06 | 359 | 59.69 | 0.89
Hata 36 | 385.18 459.26 66.67
Genel Toplam | 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.4 L. angustifolia bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 dozlarmin etkileri

Ortam rlg::il(lﬁek);?;ls Kahve renkli Nekrotik kallus
BAP NAA GA; olusum oran kallus olusum olusum orani
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (Yo)** oram (%)** (%0)
0.25 0.00 1.00 0.00e 100.00 a 0.00
0.25 0.25 1.00 0.00e 100.00 a 0.00
0.25 0.50 1.00 0.00e 100.00 a 0.00
0.25 0.75 1.00 0.00e 100.00 a 0.00
0.25 1.00 1.00 0.00e 100.00 a 0.00
0.25 1.25 1.00 60.00 a 26.67 d 13.34
0.25 1.50 1.00 40.00 abcd 53.34 bed 6.67
0.25 1.75 1.00 40.00 abcd 60.00 abcd 0.00
0.25 2.00 1.00 53.34 ab 46.67 cd 0.00
0.00 0.25 1.00 13.34 cde 86.67 abc 0.00
0.25 0.25 1.00 0.00 e 100.00 a 0.00
0.50 0.25 1.00 0.00 e 86.67 abc 13.34
0.75 0.25 1.00 46.67 abc 53.34 bed 0.00
1.00 0.25 1.00 6.67 de 93.34 ab 0.00
1.25 0.25 1.00 0.00 e 100.00 a 0.00
1.50 0.25 1.00 0.00 e 100.00 a 0.00
1.75 0.25 1.00 0.00 e 93.34 ab 0.00
2.00 0.25 1.00 20.00 bcde 80.00 abc 0.00

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.2 Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan

farkl1 BAP, NAA ve GAzdozlarmin etkileri.

a. 0.25 mg/l BAP, 0.75 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; igeren MS ortaminda kahve-yesil renkli
kallus olusumu ve b. 0.25 mg/l BAP, 1.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; iceren MS ortaminda

kahve renkli kallus olusumu (bar a, b ~1.43 cm)
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4.2.2 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu icin
kullanilan farkh BAP, NAA ve GAj;dozlarimn etkileri

Adventif slrgun rejenerasyonu elde etmek amaciyla L. angustifolia nn in vitro
kosullarda 3-4 haftada ¢imlenen 10 gunlik bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak
eksplantlar1 kullanilmigtir. Sekiz hafta sonra farkli oranda BAP, NAA ve GAj iceren
MS kiiltir ortamlarindan elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif
slirgiin rejenerasyonu gozlenmemistir. Ancak, kalluslar ilk 6nce yesil, sonra kahve yesil
ve daha sonra kahve renklerine doniismiislerdir. Elde edilen verilerle yapilmis olan
varyans analizi sonuglar1 Gizelge 4.5°de verilmistir. Cizelge de gorildiigi gibi
ortamlarin kahve renkli kallus ve nekrotik kallus olusum orani iizerinde 0.01 diizeyinde
farkli etkiler goriilmistiir. Farklilik derecesini tespit etmek amaciyla Tukey’s b testi
yapilmis olup, elde edilen sonuglar gizelge 4.6’da verilmistir. Cizelgeye gore farkli
oranlarda NAA, BAP ve GA; iceren MS ortamlarinda kahve renkli kallus olusum orani
%26.67-100.00 arasinda degismistir. En fazla (%100) kahve renkli kallus olusum orani,
0.25 mg/l BAP- 1.75 mg/l NAA- 1 mg/l GAs ve 1.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA- 1
mg/l GAs igeren MS ortamlar1 disinda, her ortamda goriilmistiir (Sekil 4.3.a). Ayrica,
eksplantlarda nekroz olusum orani %0-73.33 aras1 degismis olup, sadece 1.50 mg/I
BAP, 0.25 mg/l NAA ve 1.00 mg/l GAsziceren MS ortaminda goriilmistiir (Sekil 4.3.b).

Cizelge 4.5 L. angustifolia bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GAj dozlarmin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Kahve renkli kallus Nekroz olusum orani (%)

VK SD olusum oram (%)
KO F KO F
Ortam 17 894.12 60.35 896.30 121.00"
Hata 36 14.81 7.41
Genel Toplam | 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.6 L. angustifolia, kotiledon yaprak eksplantindan adventif surgln
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 dozlarmin etkileri
Ortam Kahve renkli kallus | Nekroz olusum
BAP(mg/l) | NAA(mg/l) | GA(mg/l) | olusum oram (%)** orami (%)**
0.25 0.00 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 0.50 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 0.75 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 1.00 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 1.25 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 1.50 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 1.75 1.00 93.34 a 0.00 b
0.25 2.00 1.00 100.00 a 0.00 b
0.00 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
0.25 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
0.50 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
0.75 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
1.00 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
1.25 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
1.50 0.25 1.00 26.67 b 73.33 a
1.75 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b
2.00 0.25 1.00 100.00 a 0.00 b

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.3 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan
farkl1 BAP, NAA ve GA3 dozlarmm etkileri.
a. 0.25 mg/l BAP, 1.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; iceren MS ortaminda kahve renkli kallus
olusumu ve b. 1.50 mg/l BAP, 0.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; iceren MS ortaminda nekroz
olusumu (bar a, b =1.66 cm)
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4.2.3 L. angustifolia bitkisinin Hipokotil eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyon icin kullamlan farkh BAP, NAA ve GAjdozlarinin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 3-4 haftada
¢cimlenen 10 ginlik bitkiciklerden elde edilen hipokotil eksplantlar1 kullanilmistir.
Sekiz hafta sonra farkli oranda BAP, NAA ve GAj igeren MS ortaminda eksplantlar
tizerinde her hangi adventif siirgiin rejenerasyonu goriillmemistir. Ancak, kalluslar ilk
once yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine doniismiislerdir. Elde
edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 ¢izelge 4.7°de verilmistir.
Cizelge’de goruldigii gibi kahve-yesil ve kahve renkli kallus olusum orani1 bakimindan
ortamlar 0.01 diizeyine farkilik gdstermislerdir. Fark diizeyini tespit etmek amaciyla
yapilan Tukey’s-b testi sonuglar ¢izelge 4.8’da verilmistir. Sonuglara gore kahve-yesil
renkli kallus olusum orani %0-13.33 arasinda gozlenmis olup, en fazla %13.33 kahve-
yesil renkli kallus olusumu, 0.25 mg/l BAP, 2.00 mg/l NAA ve 1.00 mg/l GAgs iceren
MS ortaminda gorilmiistiir (Sekil 4.4.b). Ayrica, kahve renkli kallus olusum orani
%86.67-100.00 aras1 degismis olup, 0.25 mg/l BAP - 0.50 mg/l NAA - 1 mg/l GA3 ve
0.25 mg/l BAP - 2 mg/l NAA - 1 mg/l GA; igeren MS ortamlar1 disinda tiim ortamlarda
%100 kahve renkli kallus olusum goriilmistiir (Sekil 4.4.a).

Cizelge 4.7 L. angustifolia bitkisinin hipokotil eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu icin kullanilan farkli BAP, NAA ve GAj dozlarinin etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Kahve-Yesil renkli kallus Kahve renkli kallus
VK SD olusum orami (%) olusum oram (%)
KO F KO F
Ortam 17 35.29 2.38" 35.29 238"
Hata 36 14.81 14.81
Genel Toplam 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.8 L. angustifolia bitkisinin hipokotil eksplantindan adventif surgin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GAjdozlarinin etkileri

Ortam Kahve-Yesil Kahve renkli
renkli kallus kallus olusum
BAP(mg/l) GA(mgl/l) olusum orani oram (%)**
(%) **
0.25 0.00 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 0.50 1.00 6.67 b 93.33a
0.25 0.75 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 1.00 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 1.25 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 1.50 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 1.75 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 2.00 1.00 13.33 a 86.67 b
0.00 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
0.25 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
0.50 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
0.75 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
1.00 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
1.25 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
1.50 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
1.75 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a
2.00 0.25 1.00 0.00 b 100.00 a

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.4 Hipokotil eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli

BAP, NAA ve GAzdozlarinin etkileri.

a. 0.25 mg/l BAP, 1.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GAzigeren MS ortaminda kahve renkli kallus
olusumu ve b. 0.25 mg/l BAP, 2.00 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; igeren MS ortaminda kahve-
yesil renkli kallus olusumu (bar a, b ~1.66 cm)
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4.2.4 L. angustifolia bitkisinin Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyon icin kullanilan farkh BAP, NAA ve GA; ile aktif komir
dozlarimin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 3-4 haftada
¢cimlenen 10 gunluk bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplantlar1 farkli
oranda BAP, NAA ve GA; ile aktif komiir iceren MS ortaminda kiiltiire almmustir.
Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif surgin
rejenerasyonu gozlenmemis olup, bazi ortamlarda gelismeyen siirgiin u¢lar goriilmiistiir
(Sekil 4.5). Ancak, kalluslar ilk once yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve
renklerine doniismiislerdir. Elde edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1
cizelge 4.9°de verilmistir. Cizelge de goriildiigii gibi ortamlarin hem yesil renkli kallus
olusum orani, hem de kahve renkli kallus olusum oranlar iizerinde farkli etkileri
bulunmamistir. Cizelge 4.10’da goriildiigii gibi yesil renkli kallus olusum orani %0-
33.33 arasi degismistir. Ayrica, kahve renkli kallus olusum oran1 %66.67-100.00 aras1
degismistir.

Cizelge 4.9 L. angustifolia bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin farkli BAP, NAA ve GAj ile aktif komiir dozlarmin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglar1

Yesil renkli kallus olusum Kahve renkli kallus
VK SD orani (%) olusum oram (%)
KO F KO F
Ortam 17 490.20 0.88 490.20 0.88
Hata 36 555.56 555.56
Genel Toplam 53
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Cizelge 4.10 L. angustifolia bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif surgin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 ile aktif kdmr
dozlarinin etkileri

Ortam Kahve

Yesil renkli | renkli

kallus kallus
BAP(mg/l) | NAA(mg/l) | GA(mg/l) | Aktif kdmar (g/l) olusum olusum
orani (%) orani

(%)
0.50 0.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 1.00 1.00 4.00 33.33 66.67
0.50 1.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 2.00 1.00 4.00 33.33 66.67
0.50 2.50 1.00 4.00 33.33 66.67
0.50 3.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 3.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 4.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
1.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
1.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
2.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
2.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
3.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
3.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
4.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00

Sekil 4.5 Kotiledon yaprak eksplantindan farkli BAP, NAA ve GAj ile aktif komir
iceren ortamlarmda yukarda belirtildigi gibi siirglin u¢larm olusumu (bar
~1.66 cm)
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4.2.5 Farkh BAP, NAA ve GA;dozlan ile aktif komurin L. angustifolia bitkisinin
primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 3-4 haftada
¢imlenen 10 giinlik bitkiciklerden elde edilen primer yaprak eksplantlar1 farkli oranda
BAP, NAA ve GA; ile aktif komiir igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Tiim
eksplantlarda kallus olusum gozlenmis olup, nekroz olusum baslamistir. Sekiz hafta
sonra elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif stirgiin rejenerasyonu
gdzlenmemis olup, bazi ortamlarda gelismeyen siirgiin uclar goriilmistiir (Sekil 4.6).
Elde edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 ¢izelge 4.11°de verilmistir.
Hemen hemen tim ortamlarda yesil renkli kallus olusumu veya kahve renkli kallus
olusum {izerinde ortamlarmm benzer etkiSi bulunmus olup, her hangi farklilik
gorilmemistir. Cizelge 4.12°de gorildiigii gibi yesil renkli kallus olusum orani %0-
33.33 arasi1 ve kahve renkli kallus olusum oran1 %66.67-100.00 aras1 degigmistir.

Cizelge 4.11 L. angustifolia bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 ile aktif kdmir
dozlarinm etkilerini belirlemek  amaciyla yapilan varyans analiz

sonuclari
Yesil renkli kallus olusum Kahve renkli kallus
VK SD orani (%) olusum oram (%)
KO F KO F
Ortam 17 347.28 0.92 347.28 0.92
Hata 36 377.78 377.78
Genel Toplam 53
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Cizelge 4.12 L. angustifolia bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif surgin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 ile aktif kdmr
dozlarinin etkileri

Ortam Yesil renkli Kahv?

o Kallus renkl

BAP(mg/l) GA(mg/ly | AKUTKOmAr | ) em kallus
(gl oram (%) olusum
orani (%)

0.50 0.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 1.00 1.00 4.00 33.33 66.67
0.50 1.50 1.00 4.00 33.33 66.67
0.50 2.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 2.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 3.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 3.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 4.00 1.00 4.00 0.00 100.00
0.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
0.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
1.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
1.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
2.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
2.50 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
3.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00
3.50 0.50 1.00 4.00 6.67 93.33
4.00 0.50 1.00 4.00 0.00 100.00

Sekil 4.6 Primer yaprak eksplantindan farkli BAP, NAA ve GA3 ile aktif komir iceren
ortamlarinda yukarda belirtildigi gibi siirgiin ug¢larm olusumu (bar =1.66
cm)
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4.2.6 Farkh oranda BAP ve NAA iceren MS ortamda L. angustifolia bitkisinin
kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim

Farkli oranda BAP ve NAA igeren MS ortamda mikrogogaltim yapmak amaciyla in
vitro kosullarda 3-4 haftada ¢cimlenen 10 gunlik bitkiciklerden elde edilen kotiledon
bogum eksplantlar1 kullanilmistir. Tim eksplantlarda kallus olusumu goézlenmistir,
ancak, sekiz hafta sonra kalluslar tizerinde farkli oranda kahvelesme goriilmiistiir. Sekiz
hafta sonra elde edilmis verilerinden yapilmis olan varyans analizi sonuglari Gizelge
4.13°de verilmistir. Cizelgeye gore siirgiin olusum orani ve kahve renkli kallus olusum
orant bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyine farklilik goriilmiis olup, gelisen
stirglinler arasinda bir farklilik goriilmemistir. Bu farklihigin 6nem diizeyini tespit etmek
amaciyla Tukey’s-b testi sonuglari Gizelge 4.14’te verilmistir. Sonuglara gore kahve
renkli kallus olusum oran1  %0-86.67 aras1 deigismistir. En fazla %86.67 kahve renkli
kallus olusum orani, hem 2.00 mg/l BAP- 0.02 mg/l NAA hem de 3.00 mg/l BAP- 0.02
mg/l NAA iceren MS ortamlarinda goriilmiistiir. Kotiledon bogum eksplanti
rejenerasyonundan elde edilen siirgiin olusum orani1 %13.34-100 aras1 gdzlenmis olup,
en fazla %100 siirglin olusum orani1 2.00 mg/l BAP iceren MS ortaminda goriilmiistur
(Sekil 4.7. a,b). Ayrica, ortalama siirgiin sayis1 1.84-8.07 adet arasi ve ortalama siirgiin

uzunlugu 0.47-1.39 cm arasinda degismistir.

Cizelge 4.13 L. angustifolia bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim
icin kullamilan farkli BAP ve NAA dozlarmin etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan varyans analiz sonuglar1

Eksplant Ortalama
Kahve renkli . basina .
kallus olusum Stirgin olusum ortalama surgun
VK SD o orani (%) . uzunlugu
orani (%) surgiin sayisi (cm)
(adet)
KO F KO F KO F KO | F
Ortam 14 | 1559.36 | 2.22° | 850.16 | 2.29" | 12.64 | 1.19 | 0.26 | 1.04
Hata 30 | 702.22 371.22 10.62 0.25
Genel Toplam | 44

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir
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Cizelge 4.14 L. angustifolia bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarinin etkileri

Kahve Eksplant Ortal
Ortam renkli Surgiin basina riafama
kallus olusum ortalama surgug
BAP NAA olusum orani (%)* | siirgiin sayisi uzunlugu
(mg/l) (mg/l) orani (%)* (adet) (cm)
0.50 0.00 26.67 bc 73.34 ab 8.00 1.33
0.50 0.01 46.67abc 53.34 abc 4.00 1.39
0.50 0.02 60.00 ab 40.00 bc 3.78 0.90
1.00 0.00 46.67 abc 53.34 abc 4.67 1.15
1.00 0.01 53.34 ab 46.67 bc 7.50 1.16
1.00 0.02 40.00 abc 60.00 abc 7.90 1.36
2.00 0.00 0.00c 100.00 a 8.07 1.13
2.00 0.01 53.34 ab 46.67 bc 5.84 1.23
2.00 0.02 86.67 a 13.34 ¢ 1.84 0.47
3.00 0.00 53.34 ab 46.67 bc 5.92 1.29
3.00 0.01 46.67 abc 53.34 abc 7.39 1.15
3.00 0.02 86.67 a 13.34 ¢ 2.50 0.55
4.00 0.00 60.00 ab 40.00 bc 5.34 0.81
4.00 0.01 73.34 ab 26.67 bc 3.78 0.82
4.00 0.02 80.00 a 20.00 c 4.34 0.73

* Ayni sltun daki harfler 0.05 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkl gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.7 Kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim.
a. 2.00 mg/l BAP igeren MS ortaminda L. angustifolia bitkisinde kotiledon bogum eksplant:
Uzerinde surgiin rejenerasyonu ve b. 0.50 mg/l BAP igeren MS ortaminda slirgin ve kahve
renkli kallus olusumu ile siirgiin rejenrasyonu (bar a, b =1.66 cm)
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4.2.7 Farkh oranda IBA iceren MS ortamlarinin kotiledon bogum eksplantindan
elde edilen stirginlerin koklendirilmesi

L. angustifolia bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi i¢in farkli oranda IBA iceren MS ortam kullanilmistir. Sekiz hafta sonra
kdklenme ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar1 Gizelge 4.15’de verilmistir.
Cizelge’de goriildiigii gibi kok olusum orani bakimindan ortamlar arasinda 0.05
diizeyinde farklilik goriilmiisken, kok uzunlugu ve bitki boyu bakimindan ortamlar
arasinda her hangi farklhilik goriilmemistir. Farkli oranlarda IBA igeren MS ortaminda
elde edilen kok olusum oranmi1 %33.34-91.67 aras1 degismistir (Cizelge 4.16). En fazla
%91.67 kok olusum orani (%), 1.25 mg/l IBA igeren MS ortaminda goriilmiistiir.
Ayrica kok uzunlugu sonucu elde edilen veriler 1.35- 2.33 cm aras1 degismis olup, 2.33
cm’lik en uzun kok 1.25 mg/l IBA iceren MS ortaminda goriilmiistiir. Kok gelisimi bitki
boyunu da etkilemistir ve istatistiksel olarak 6nemsiz olmasina ragmen en uzun bitki
boyu 3.07-5.70 cm arasi degismistir. Ortalama en uzun bitkiler 5.70 cm olup, 1.25 mg/I
IBA igeren MS ortaminda goriilmiistiir (Sekil 4.8. a,b).

Cizelge 4.15 L. angustifolia, kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinleri
koklendirmek icin kullanilan farkli IBA dozlarmin etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan varyans analiz sonuglar1

UK - Kok ollzcs)/l;;n oran | . uzunlugu (cm) BItI(((:rg;)yu
KO F KO F KO F
Ortam 2 2986.11 | 4.78 0.83 4.16 529 | 141
Hata 6 625.00 0.20 3.77
Genel Toplam 8

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir
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Cizelge 4.16 L. angustifolia, kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinleri
koklendirmek i¢in kullanilan farkli IBA dozlarinin etkileri

IB(,Z\rE?nn; 1 Kok 01(‘:;3':‘ oram | ok uzunlugu (cm) | Bitki boyu (cm)
0.75 33.34b 1.35b 3.07
1.00 41.67b 1.50 ab 4.06
1.25 91.67 a 2.33a 5.70

* Ayni stitun daki harfler 0.05 diizeyinde LSD testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.8 Kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinlerin koklendirmek igin

kullanilan farkli IBA dozlarmin etkisi.
a, b. 1.25 mg/l IBA igern MS ortaminda gelisen bitkiler (bar a, b ~1.5 cm)

4.2.8 Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu

1) Daimi daldirma sistem

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Doku kiiltiirii kdsullarinda gelistirilmis bitkiler 200
ml stvi MS veya 1 mg/l GA; ve 1 mg/1 IBA igeren sivi MS ortama dik sekilde tutulmasi
bitkilerde olumsuz etki gostermis olup, gelismelerine engel olmustur. Ayrica bitkilerin
taban kisminda kararma ve ¢lriime gozlenmis olup, tiim bitkiler 10-30 giin iginde
Olmistiir (Sekil 4.9.a).
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2) Killi toprak ve hayvan giibre karigimm
Denemede 40 bitki kullanilmistir. Killi ve hayvan giibresinin 1:1 karisiminda sasirtilan
tim bitkilerin koklerinde, ilk 6nce yanma ve daha sonra bitkilerin nekrozla berber

olimii gortinmiistir (Sekil 4.9.¢).

3) Kum
Denemede 40 bitki kullanilmigtir. Kumun su tutma kapasitesi ¢ok diisiik olmasindan
dolay1 koklendirilmis bitkiler besin maddeleri ve su eksikliginden gelisememis olup

Olmiislerdir. (Sekil 4.9.d).

4) Perlit

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Perlit, genel olarak siis bitkileri ve yar1 ¢alimsi
bitkileri koklendirmek i¢in en uygun ortam olarak degerlendirilmektedir. Bu denemede
bitkiler aktardiktan sonra perlit islatilmis olup ve giinesin direkt etkisinden uzak
tutulmustur; fakat elde edilen tiim bitkiler 6-7 gun igerisinde kararmayla berber
olmiislerdir (Sekil 4.9.e).

5) Kil ve torf karigimi

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Kil ve torf karisimina aktarilan tiim bitkiler 3-6 gin
icerisinde Olmiistiir. Torpakta yiiksek miktarda su birikimi, bitkilerin alt kisminda
kahvelesme, kararma ve daha sonra tiim bitkilerin Oliimiine sebep olmus olarak

diistiniilmektedir (Sekil 4.9.1).

6) Torf

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Bu calismada torf, bitki saswrtmak i¢cin en uygun
ortam olarak degerlendirilmistir. 160°C sicaklikta ve 2 saat siire ile steril edilmis torfta
en iyi gelisimi saglayan bitkilerin, oda sicakliginda ve poset igerisinde gelismeleri takip
edilmistir. Daha sonra, posetten c¢ikarttilmis olup, %45 nem ve oda sicakliginda
biiylimesini 4 hafta takip ederek (Sekil 4.9.b), 40 bitkiden 23 bitki tarlaya sasirtilmistir.
Bitkileri sasirtmadan once bitki yataginin 8 farkli yerinden rastgele 15-30 cm
derinlikten toprak ornekler alinmis, temiz plastik kovada karistirilmistir. Daha sonra,

karigtirilmig topraktan 1 kg Ornegi Ankara, Yenimahalle, Toprak Gilibre Aragtirma
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Enstitiistine analiz i¢in gonderilmis olup, Sonuglarina gore su ile doymusluk %53.00,
EC 1.24 ds/m, toplam tuz %0.04, su ile doymus toprakta pH 7.56, kire¢ %5.18, fosfor
13.73 kg/da, potasyum 174.67 kg/da, organik madde %21.34, toplam azot %0.07 ve

organik karbon %0.78 olarak bulunmustur.

Iklim odasinda gelisen bitkileri tarlaya sasirtilirken, dikmek amaciyla agilan deliklerin
derinlik ve genislikle beraber topragmin tarla kapistesinde oldugu kontrol edilmistir.
Bitkiler dikildikten sonra, etrafinda buharlasmay1 engellemek igin saman ortusu
konulmustur. Tlk 10 giin her aksam verilen su, bitkiler iizerinde olumlu etki yapmustir ve
bitkeler hizli sekilde biiymeye baslamislardir. Daha sonra, her 7 giinde bir sulamanin,
bitki gelismesinde herhangi olumlu etkisi goriilmemistir. Benzer sekilde bitkilerin
gelismesini saglamak ve topragin havandirilmas: i¢in iki haftada bir yabanci ot
mucadelesinin de bitkiler tizerinde pozitif etkileri gorilmiistir. Tiim adaptasyon
denemeleri igin toplam 240 L. angustifolia bitkisi kullanilmigtir. Ancak, adaptasyon
sagladig1 ve sasirtilmis 23 bitkiden 18 bitki halen tarla kosullarinda yasamaya devam
etmektedir (Sekil 4.10).

Sekil 4.9 Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu.
a. Daimi daldirma sistem, b. Torf, c. Killi toprak ve hayvan giibre karigimi, d. Kum, e. Perlit,
f. Kil ve torf karigimi
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Sekil 4.10 Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu, tarladaki L. angustigolia

4.3 L. angustifolia Bitkisinde Gen Aktarim Calismalari

4.3.1 A. tumefaciens’nin GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarim

In vitro kosullarda gelisen 5 haftalik L. angustifolia bitkiciklerden alinan meristematik
ucu eksplantlar1 A. tumefaciens’in GV2260 p35 GUS INT hatt1 ile 30 dk muamele
edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra, eksplantlar
50 mg/l kanamisin monosiilfat ile 500 mg/l Augmentin iceren MS seleksiyon ortamina
kiiltiire almmigtir. Sekiz hafta sonra, elde edilen siirgiinler 1.25 mg/l IBA, 50 mg/I
kanamisin monosiilfat ve 500 mg/l Augmentin igeren MS ortaminda koklendirilmistir.
Sekiz hafta sonra transgenik adayi siirgiinlerde koklenme goriilmiistiir. Bu denemede
toplam 8 magenta ve her magentada 5 eksplant kullanilmis olup, elde edilen 40 bitki
ortalama kok olusumu, kok uzunlugu ve bitki boyu verileri ¢Gizelge 4.17°de verilmistir.
Daha sonra, koklenen transgenik aday bitkiler 160°C sicaklikta ve 2 saat siire ile steril
edilmis torf iceren saksilara aktarilmis olup, (Sekil 4.11.a) oda sicakliginda ve poset
icerisinde gelismeleri takip edilmistir. Bitkilerde belirgin gelismeler gozlendiginde
posetler uzaklastirilmis olup, %45 nem ve oda sicakliginda adaptasyonuna birakilmistir.
Adaptasyon sonucunda, 40 adet transgenik aday bitkilerden yalniz 5 adet bitki gelismis
olup, tarlaya sasirtilmigtir. Saswrtmadan Once bitki yataginin toprak analizi Ankara,
Yenimahalle, Toprak Giibre Arastirma Enstitiisiin’den yaptirilmigtir. Sonuglara gore su

ile doymusluk %67.00, EC 1.18 ds/m, toplam tuz %0.05, su ile doymus toprakta pH
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7.82, kire¢ %4.60, fosfor 9.63 kg/da, potasyum 224.79 kg/da, organik madde %1.13,

toplam azot %0.06 ve organik karbon %0.66 olarak bulunmustur.

Tarlaya sasirtilmis 5 transgenik aday bitkiden, 3 bitki zayif oldugundan, ayrica bitki
yatagi azot oraninin az olmasi ve uyumsuz hava kosullarindan dolay1 6lmiistiir; 2 bitki
halen tarla da yasamaya devam etmektedir. Yaklasik 2 ay sonra tarladaki bitki yataginda
gelisen bitkilerden yaprak ornekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucunda, tzerinde

mavi renk veya bolgeler tespit edilmistir (Sekil 4.11.b).

Cizelge 4.17 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile gen aktarilmis
kdklenen L. angustifolia bitkilerinin oartalama verileri

Toplam Ortalama kok Ortq!ama Ortalama
kullanilan kok o
Gen hatlan olusum orani o bitki boyu
eksplant sayisi (%) uzunlugu (cm)
(adet) 0 (cm)
GV2260 p35
GUS INT 40 75 2.09 4.08

Sekil 4.11 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimi.
a. koklenen transgenik aday bitkilerin adaptasyonu, b. yaprak 6rnekleri alinarak yapilan
GUS analizi sonucu (bar a = 1.66, b = 1 cm)

4.3.2 A. tumefaciens’nin LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile gen aktarimi

In vitro kosullarda gelisen 5 haftalik L. angustifolia bitkiciklerden alinan meristematik

ucu eksplantlart A. tumefaciens’in LBA 4404 pRGGbar hatt1 ile 30 dk muamele
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edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra, eksplantlar
50 mg/l kanamisin monosulfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l Augmentin
bakteriostatik iceren MS seleksiyon ortamina kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra, elde
edilen surgunler 1.25 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monosulfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ve
500 mg/l Augmentin iceren MS ortaminda koklendirilmistir. iki hafta sonra,
stirgiinlerde belirgin sekilde adventif kok olusumu gézlenmistir. Bu denemede toplam 8
magenta ve her magentada 5 eksplant kullanilmis olup, elde edilen 40 bitki ortalama
kok olusumu, kok uzunlugu ve bitki boyu verileri gizelge 4.18’de verilmistir. Daha
sonra, koklenen transgenik aday bitkiler 160°C sicaklikta ve 2 saat siire ile steril edilmis
torf igeren saksilara aktarilmis olup, oda sicakliginda ve poset icerisinde gelismeleri
takip edilmistir. Bitkilerde belirgin gelismeler gézlendiginde posetler uzaklastirilmis
olup, %45 nem ve oda sicakliginda adaptasyona birakilmistir. Adaptasyon sonucunda,
40 adet transgenik aday bitkilerden 13 adet bitki gelismis olup, tarlaya sasirtilmistir
(Sekil 4.12.a).

Sasirtmadan 6nce bitki yatagmin toprak analizi Ankara, Yenimahalle, Toprak Giibre
Arastirma Enstitiisiin’den yaptirilmistir. Sonuglara gore su ile doymusluk %67.00, EC
1.18 ds/m, toplam tuz %0.05, su ile doymus toprakta pH 7.82, kire¢ %4.60, fosfor 9.63
kg/da, potasyum 224.79 kg/da, organik madde %1.13, toplam azot %0.06 ve organik

karbon %0.66 olarak bulunmustur.

Tarlaya sasirtilmis 13 transgenik aday bitkiden, 8 bitki zayif oldugundan, ayrica bitki
yatagi azot oranmnin az olmasi ve uyumsuz hava kosullarindan dolay1 6lmiistiir; 5 bitki
halen tarlada yagsamaya devam etmektedir (Sekil 4.13.b). Yaklasik 2 ay sonra tarladaki
bitki yataginda gelisen bitkilerden yaprak Ornekleri alinarak yapilan GUS analizi

sonucunda, {izerinde mavi renk veya bolgeler tespit edilmistir (Sekil 4.12.b).
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Cizelge 4.18

koklenen L. angustifolia bitkilerinin oartalama verileri

A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile gen aktarilmis

kl-ﬁgllﬁgn Ortalama Ortalama kdk | Ortalama
Gen hatlan eksplant sayist kok olusum uzunlugu bitki boyu
o
(adet) orani (%) (cm) (cm)
LBA 4404
PRGGbar 40 85 2.23 4.91

4.3.3 PCR sonuglari

Elde edilen bitkilerde PCR ile GUS geni, pozitif sonucu dogrulanmamistir. Bunun

sebebi aktarilan genlerin ekstra kromozomal olup, kromozomlarla entegrasyonunun

saglanmamasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

'a__

Sekil 4.12 A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatt1 ile gen aktarimi.

a. koklenen transgenik aday bitkilerin adaptasyonu, b. yaprak érnekleri alinarak yapilan GUS
analizi sonucu (bar a~ 1.66, b = 1 cm)

Sekil 4.13 A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatt1 ile gen aktarimi, saksida ve
tarladaki transgenik aday L. angustifolia bitkiler

55




4.4 L. stoechas Bitkisinde Yzey Sterilizasyon

Tohumlarinin yiizey sterilizasyon i¢in 4, 7, 10 dk stire ve % 5, 10, 15 ve 20 oranda ticari
camasir suyu (Ace, Tiirkiye) kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar
steril saf su ile 5’er dk, 3 kez durulanmig olup, 200’er adet tohum steril petri kaplar1
icerisinde %3 sukroz igeren ve %0.65 agar ile katilastirilan MS besin ortaminda
24+2°C°de 16 saat 151k 8 saat karanlik fotoperiyodunda inkiibe edilmistir. Iki hafta sonra
tohumlar {lizerinde gelisen mantar veya bakteri bulagiklig1 ve ¢imlenme orani ile ilgili

verilerin varyans analizi yapilmistir (Sekil 4.14, Cizelge 4.19).

Sekil 4.14 MS ortaminda ¢imlenen L. stoechas tohumlari (bar = 1.2 cm)

L. stoechas bitkisinde yapilan one way varyans analizi sonucunda farkli muameleler
(uygulama siiresi x ¢camasir suyu orani) sonucunda tiim uygulamalar arasinda ¢imlenme
orani bakimimdan 0.05 diizeyinde farklilik goriiliirken, bulasiklik orani bakimindan her
hangi farklili§1 goriilmemistir. Farklilik derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan
testi sonuglar1 gizelge 4.20°de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi farkli muameleler
sonucundan elde edilen ¢imlenme orami %46.67—-100.00 arasinda degismistir (Sekil
4.14). En fazla (%100) ¢imlenme 7 dk, %20 ¢amasir suyu ve 10 dk, %5 ¢amasir suyu
muamele sonucunda elde edilmistir. En fazla %40 bulasik orani 4 dk, %20 ¢amasir suyu
ve 10 dk, %10 ¢amasir suyu ile sterilizasyon sonucunda goriilmiistiir. Cizelge’de
goriildiigii gibi hem tohumlarin ¢imlenme, hem de bulasiklik oraninda bir tutarsizlik
goriilmektedir. Tutarsizhigin sebebi yiizey sterilizasyonundan ziyade, tohumlarin

fizyoljik durumundan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.19 Farkli ¢amasir suyu oran ve uygulama sireleri sonucunda L. stoechas
bitkisi tohumlariin ¢imlenme ve bulasikligi ile ilgili verilerin varyans

analizi sonuglar1

Cimlenme oram Bulasikhigin
VK SD (% orani (%)
KO F KO F
Uygulama Siiresi x Camasir Suyu 11 1417.17 | 2.45 | 71414 | 1.84
Hata 24 577.78 388.89
Genel Toplam 35

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.20 Farkli camagsir suyu oran ve uygulama sureleri sonucunda L. stoechas
tohumlarinin ¢imlenme ve bulagikligi ile ilgili sonuglari

Muamele Cimlenme orani (%)* Bulasik orani (%)
Camasir
Sure (dk) | suyu orani
(%)
10 20 80.00 ab 20.00 ab
7 20 100.00 a 0.00 b
4 20 46.67 b 40.00 a
10 15 46.67 b 33.33ab
7 15 86.67 ab 13.33 ab
4 15 60.00 ab 33.33ab
10 10 53.33 ab 40.00 a
7 10 46.67 b 26.67 ab
4 10 93.33 ab 0.00 b
10 5 100.00 a 0.00 b
7 5 93.33ab 6.67 ab
4 5 80.00 ab 20.00 ab

* Ayni situn daki harfler 0.05 diizeyinde Duncan testine gore farkli gruplar géstermektedir

4.5 L. stoechas Bitkisinde Doku Kiiltiirii Calismalari

45.1 L. stoechas bitkisinde Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyon icin kullanilan farkh BAP ve NAA dozlarimn etkileri

Adventif slrgin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada

¢imlenen 10 gunlik L. stoechas bitkiciklerinden elde edilen primer yaprak eksplantlari

farkli oranda BAP ve NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra

elde edilen sonuclara gore her hangi eksplantta adventif sirgin rejenerasyonu
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goriilmemis olup, kallus olusumu ve siirgiin primordialar1 goézlenmistir. Ayrica,
kalluslar ilk 6nce yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine doniismiisler.
On iki hafta sonra, primordialar iizerinde her hangi gelisme gozlenmemistir. Elde edilen
verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 Gizelge 4.21°de verilmistir. Sonuglara
gore yesil renkli kallus, kahve-yesil renkli kallus ve kahve renkli kallus olusum orani
bakimindan ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farklilik gézlenmis olup, derecesini tespit
etmek amaciyla Tukey’s-b testi yapilmistir (Cizelge 4.22). Sonuglara gore, farkli
oranlarda NAA ve BAP iceren MS ortaminda elde edilen Yesil renkli kallus olusum
oran1 %0-100 aras1 degismis olup, en fazla yesil renkli kallus olusumu 0.25 mg/l1 BAP-
1.25 mg/l NAA (Sekil 4.15.b), 0.25 mg/l BAP- 1.50 mg/l NAA,; 0.25 mg/l BAP- 2.00
mg/I NAA; 0.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA,; 0.75 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA; 1.25 mg/I
BAP- 0.25 mg/l NAA; 2.00 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda
goriilmiistiir. Ayrica, eksplantlar tizerinde kahve-yesil renkli kallus olusum orani %0-
93.34 arasi giiriilmiis olup, en fazla kahve-yesil renkli kallus olusumu 0.25 mg/l BAP ve
0.75 mg/l NAA igeren MS ortaminda gézlenmistir (Sekil 4.15.a). Kahve renkli kallus
olusum orant’ise %0-66.67 arasinda degismistir. En fazla %66.67 kahve renkli kallus
olusumu, 0.25 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda goriilmiistiir.

Cizelge 4.21 L. stoechas bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarinin etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Yesil renkli kallus Kahv_e-Yesil Kahve renkli
VK SD | olusum oram (%) renkli kallus kallus olusum
olusum orani (%) oram (%)
KO F KO F KO F
Ortam 17 | 2694.99 | 9.33" | 1447.06 | 97.67 | 1603.49 | 555
Hata 36 288.89 14.81 288.89
Genel Toplam | 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.22 L. stoechas bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarmnin etkileri

Ortam Yesil renkli Kahve-Yesil Kahve renkli
kallus olusum renkli kallus kallus olusum
BAP (mg/l) | NAA (mg/l) orani (%)** olusum orani oram (%)**
(%0)**
0.25 0.00 40.00 bc 0.00 b 60.00 ab
0.25 0.25 33.34c 0.00 b 66.67 a
0.25 0.50 80.00 a 0.00 b 20.00 c
0.25 0.75 0.00d 93.34a 6.67 c
0.25 1.00 66.67 ab 0.00 b 33.34 bc
0.25 1.25 100.00 a 0.00 b 0.00c
0.25 1.50 100.00 a 0.00 b 0.00c
0.25 1.75 93.34a 6.67 b 0.00c
0.25 2.00 100.00 a 0.00 b 0.00c
0.00 0.25 40.00 bc 0.00 b 60.00 ab
0.25 0.25 33.34c 0.00 b 66.67 a
0.50 0.25 100.00 a 0.00 b 0.00c
0.75 0.25 100.00 a 0.00 b 0.00c
1.00 0.25 80.00 a 0.00 b 20.00 c
1.25 0.25 100.00 a 0.00 b 0.00c
1.50 0.25 93.34 a 0.00 b 6.67 c
1.75 0.25 86.67 a 0.00 b 13.34c
2.00 0.25 100.00 a 0.00 b 0.00c

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.15 Primer yaprak eksplantindan adventif surgun rejenerasyonu igin kullanilan

farkli BAP ve NAA dozlarinin etkileri

a. 0.25 mg/l BAP, 0.75 mg/l NAA iceren MS ortaminda kahve-yesil renkli kallus olusumu
ve b. 0.25 mg/l BAP, 1.25 mg/l NAA iceren MS ortaminda yesil renkli kallus olusumu (bar

a, b =1.85 cm)
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4.5.2 Hipokotil eksplantindan farkh BAP ve NAA dozlan ile adventif siirgiin
rejenerasyonu

Adventif slrgin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
¢imlenen 10 ginlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen hipokotil eksplantlar1 farkli
oranda BAP ve NAA iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra elde
edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif siirgiin rejenerasyonu goriilmemis
olup, kallus olusumu ve siirglin primordialar1 gézlenmistir. Ayrica, kalluslar ilk 6nce
yesil, sonra Kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine dontismiisler. On iki hafta sonra,
primordialar tizerinde her hangi gelisme gézlenmemistir. Elde edilen verilerle yapilmis
olan varyans analizi sonuglar1 ¢izelge 4.23’de verilmistir. Sonuglar inceledeginde, yesil
renkli kallus, kahve yesil renkli kallus ve kahve renkli kallus olusum orani bakimindan
ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farklilik gézlenmistir. Farklilik diizeyini tespit etmek
amaciyla Tukey’s-b testi yapilmis olup, elde edilen sonuclar ¢izelge 4.24°de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, farkli oranlarda BAP ve NAA i¢ceren MS ortamindan elde
edilen yesil renkli kallus olusum oran1 %0-100 aras1 degismis olup, en fazla %100 yesil
renkli kallus olusum orani 0.25 mg/l NAA; 0.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA; 0.75 mg/I
BAP- 0.25 mg/l NAA; 1.00 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA; 1.25 mg/l BAP- 0.25 mg/I
NAA (Sekil 4.16.b), 1.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA; 1.75 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA,;
2.00 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda goriilmiistiir. Ayrica, kahve-yesil
renkli kallus olusum oran1 %0-100 aras1 giiriilmiis olup, en fazla %100 kahve-yesil
renkli kallus olusum oran1 0.25 mg/l BAP- 0.50 mg/l NAA; 0.25 mg/l BAP- 0.75 mg/I
NAA; 0.25 mg/l BAP- 1.00 mg/l NAA; 0.25 mg/l BAP- 1.25 mg/l NAA; 0.25 mg/|
BAP- 1.75 mg/l NAA igeren MS ortaminda gozlenmistir. Kahve renkli kallus olusum
orani ise %0-80.00 aras1 degigmistir. En fazla %80.00 kahve renkli kallus olusumu 0.25
mg/l BAP i¢eren MS ortaminda goriilmiistiir (Sekil 4.16.a).

60



Cizelge 4.23 L. stoechas bitkisinin hipokotil eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarmin etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Kahve-Yesil Kahve renkli
Yesil renkli kallus renkli kallus kallus olusum
VK SD | olusum oram (%) olusum oram orani (%)
(%)
KO F KO F KO F
Ortam 17 | 6200.00 | 26.16 | 6203.47 | 29.91" | 1702.83 | 57.47"
Hata 36 | 237.04 207.41 29.63
Genel Toplam | 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir

Cizelge 4.24 L. stoechas bitkisinin hipokotil eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarinimn etkileri

Ortam Yesil renkli Kahv_e-Yesll Kahve renkli
kallus olusum renkli kallus kallus olusum
BAP (mg/l) | NAA (mg/l) orani (%)** olus(l;/l;;f:anl oran (%)**
0.25 0.00 20.00 cd 0.00d 80.00 a
0.25 0.25 33.34c 0.00d 66.67 b
0.25 0.50 0.00d 100.00 a 0.00c
0.25 0.75 0.00d 100.00 a 0.00c
0.25 1.00 0.00d 100.00 a 0.00c
0.25 1.25 0.00d 100.00 a 0.00c
0.25 1.50 40.00 ¢ 60.00 b 0.00c
0.25 1.75 0.00d 100.00 a 0.00c
0.25 2.00 66.67 b 33.34c 0.00c
0.00 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
0.25 0.25 33.34c 0.00d 66.67 b
0.50 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
0.75 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
1.00 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
1.25 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
1.50 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
1.75 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c
2.00 0.25 100.00 a 0.00d 0.00c

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplari géstermektedir
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Sekil 4.16 Hipokotil eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli

BAP ve NAA dozlarinin etkileri.
a. 0.25 mg/l BAP iceren MS ortaminda kahve renkli kallus ve b. 1.25 mg/l BAP, 0.25 mg/I
NAA igeren MS ortaminda yesil renkli kallus olusumu (bar a, b =1.66 cm)

4.5.3 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyon i¢in kullamlan
farkhh BAP ve NAA dozlarin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 gunluk L. stoechas bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplanti
farkli oranda BAP ve NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra
elde edilen sonuglara gore tiim eksplantlar {izerinde kallus olusumu gézlenmis olup bazi
eksplantlar lizerinde siirgiin uglar1 gézlenmistir. Ayrica kalluslar ilk 6nce yesil, sonra
kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine doniismiislerdir. On iki hafta sonra, strgiin
uclart tizerinde her hangi gelisme gozlenmemistir. Elde edilen verilerle yapilmis olan
varyans analizi sonuglar1 Gizelge 4.25°de verilmistir. Cizelgede goriildigii gibi yesil
renkli kallus, kahve-yesil renkli kallus ve kahve renkli kallus olusum orani bakimindan
ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farlilik goriilmiis olup, diizeyini ispat etmek amaciyla
Tukey’s-b testi yapilmistir (Cizelge 4.26). Cizelgeye gore farkli oranda BAP ve NAA
iceren MS ortamlarindan elde edilen yesil renkli kallus olusum orani %0-100 aras1
degismis olup, en fazla %100 yesil renkli kallus olusumu 0.25 mg/l BAP- 1.50 mg/I
NAA (Sekil 4.17.b), 0.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA, 1.00 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA,
1.25 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA, 1.50 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA, 1.75 mg/l BAP- 0.25
mg/l NAA, 2.00 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda goriilmiistiir. Kahve-
yesil renkli kallus olusum oran1 %0-100 aras1 giiriilmiis olup, en fazla %100 kahve-yesil

renkli kallus olusumu 0.25 mg/l BAP- 0.50 mg/l NAA, 0.25 mg/l BAP- 1.00 mg/l NAA,
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0.25 mg/l BAP- 1.25 mg/l NAA (Sekil 4.17.a) igeren MS ortaminda gozlenmistir.

Kahve renkli kallus olusum oranr’ise %0-66.67 arast degismistir. En fazla %66.67

kahve renkli kallus olusum orani, 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda goriilmiistiir.

Cizelge 4.25 L. stoechas bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarmin etkilerini

belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

. . Kahve-Yesil renkli | Kahve renkli
Yesil renkli kallus
VK SD | olusum oram (%) kallus olusum orami | Kkallus olusum
(% oram (%)

KO F KO F KO F

Ortam 17 | 6046.62 | 12.18" | 5039.22 | 7.24" | 761.66 | 3.81"
Hata 36 | 496.30 696.30 200.00
Genel Toplam | 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir

Cizelge 4.26 L. stoechas bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarinmn etkileri

Ortam . . Kahve-Yesil | Kahve renkli
Yesil renkli .
Kallus olusum renkli kallus kallus
BAP (mg/l) NAA (mg/l) oram (%)** olusum orani olusum
(%)** orami (%)**

0.25 0.00 0.00d 33.34 cde 66.67 a
0.25 0.25 0.00d 86.67 ab 13.34b
0.25 0.50 0.00d 100.00 a 0.00 b
0.25 0.75 0.00d 86.67 ab 13.34b
0.25 1.00 0.00d 100.00 a 0.00 b
0.25 1.25 0.00d 100.00 a 0.00 b
0.25 1.50 100.00 a 0.00e 0.00 b
0.25 1.75 46.67 bc 53.34 abcd 0.00 b
0.25 2.00 86.67 ab 13.34 de 0.00 b
0.00 0.25 26.67 cd 73.34 abc 0.00 b
0.25 0.25 0.00d 86.67 ab 13.34b
0.50 0.25 100.00 a 53.34 abcd 0.00 b
0.75 0.25 46.67 bc 0.00e 0.00 b
1.00 0.25 100.00 a 0.00e 0.00 b
1.25 0.25 100.00 a 0.00e 0.00 b
1.50 0.25 100.00 a 0.00e 0.00 b
1.75 0.25 100.00 a 0.00e 0.00 b
2.00 0.25 100.00 a 0.00 e 0.00 b

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir
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Sekil 4.17 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan

farkl1 BAP ve NAA dozlarmin etkileri.

a. 0.25 mg/l BAP, 1.25 mg/l NAA igeren MS ortaminda kahve-yesil renkli kallus olusumu
ve b. 0.25 mg/l BAP, 1.50 mg/l NAA igeren MS ortaminda yesil renkli kallus olusumu (bar
a, b~=1.66 cm)

4.5.4 Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyon icin kullanilan
farkh BAP, NAA ve GA;zdozlarimn etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaci ile in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 giinlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen primer yaprak eksplant1 farkli
oranda BAP, NAA ve GA; iceren MS ortaminda kiltiire almmustir. Sekiz hafta sonra
elde edilen sonuclara gore yalniz 0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GAjz iceren MS otaminda
eksplantlar Gzerinde kallus ve adventif siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Ayrica,
kalluslar ilk once yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine
doniigsmiislerdir. Varyans analizi (Cizelge 4.27) sonuclarinda goriildiigii gibi siirgiin
olusum orani, siirgiin ucu olusum orani, eksplant basmna ortalama siirgiin sayis1 ve
ortalama siirgiin uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde ve kahve renkli
kallus ve yesil renkli kallus olusum orani bakimindan ortamlar arasinda 0.05 diizeyinde
farklilik gézlenmistir. Cizelge 4.28°de goriildiigii gibi primer yaprak eksplantindan elde
edilen yesil renkli kallus olusum oranm1 %0-66.67 aras1 giiriilmiis olup, en fazla %66.67
yesil renkli kallus olusumu 0.25 mg/l BAP, 0.75 mg/l NAA ve 1.00 mg/l GAs igeren
MS ortamlarinda goriilmiistiir. Kahve renkli kallus olusum orant’ise %0-60.00 arasi
degismistir. En fazla %60 kahve renkli kallus olusumu, 0.25 mg/l NAA ve 1.00 mg/l
GA; iceren MS ortaminda goriilmiistiir. Ayrica, primer yaprak eksplantlarindan sadece
0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GA; igeren MS ortaminda %26.67 siirgiin olusum goriilmiistiir
(Sekil 4.18.a). Bunun diginda her hangi ortamda siirgiin olusumu goriilmemistir. Siirglin

ucu olusum orant %0-100 aras1 degismekte olup, %100 siirgiin ucu olusumu 1.25 mg/I
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BAP, 0.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; igeren MS ortaminda goriilmiistiir (Sekil 4.18.b).
Sadece 0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GAsz igeren MS ortaminda ortalama 2.19 cm
uzunlugunda 2.17 adet siirgiin gozlenmis olup geri kalan tiim ortamlarda her hangi

stirglin olusumu not edilmemistir.

Cizelge 4.27 L. stoechas bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GAj dozlarinin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Yesil renkli kallus | Kahve renkli kallus Siirgi(i):a(;llusum
VK SD | olusum oram (%) olusum oram (%) (%)
KO F KO F KO F
Ortam 17 | 1619.61 | 2.02° 1377.34 1.88* | 118.52 | 16.00"
Hata 36 800.00 733.33 7.41
Genel
Toplam 53
Surgin ucu Eksplant basina Ortalama
VK sD olusum orani (%) ortalama stirgiin siirgiin uzunlugu
sayisi (adet) (cm)
KO F KO F KO F
Ortam 17 | 217211 [ 2.99™ 0.78 8.89° | 0.80 | 26.73"
Hata 36 725.93 0.09 0.03
Genel
Toplam 53

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir; ** p<0.01 duzeyinde énemlidir
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Cizelge 4.28 L. stoechas bitkisinin primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 dozlarmin etkileri

Ortam Yesil Kahve Eksplant
renkli renkli | Surgin | Surgin basina Sgé?:;m
kallus kallus | olusum ucu ortalama .
BAP | NAA GA; olusum olusum orani olusum surgin uzunlug
(mg/l) | (mg/l) | (mg/l) orani orani (%)** (%)** sayisi u .
(%)* (%)* (adet)** (Cm)
0.25 0.00 1.00 0.00b 53.34ab |26.67 a 20.00 ¢ 217a 2.19a
0.25 0.25 1.00 60.00 a 20.00ab | 0.00b 0.00c 0.00b 0.00b
0.25 0.50 1.00 20.00ab | 53.34ab | 0.00b | 26.67 bc 0.00b 0.00b
0.25 0.75 1.00 66.67 a 6.67 b 0.00b 0.00c 0.00b 0.00b
0.25 1.00 1.00 53.34 ab 0.00b 0.00b | 20.00c 0.00b 0.00b
0.25 1.25 1.00 13.34ab | 13.34ab | 0.00b | 73.34ab 0.00b 0.00b
0.25 1.50 1.00 46.67 ab 0.00b 0.00b |53.34 abc 0.00b 0.00b
0.25 1.75 1.00 40.00 ab 0.00b 0.00b | 46.67 bc 0.00b 0.00b
0.25 2.00 1.00 53.34 ab 0.00b 0.00b | 20.00c 0.00b 0.00b
0.00 0.25 1.00 0.00b 60.00a | 0.00b 13.34¢c 0.00b 0.00b
0.25 0.25 1.00 60.00 a 20.00ab | 0.00b 0.00c 0.00b 0.00b
0.50 0.25 1.00 40.00 ab 6.67b 0.00b | 20.00c 0.00b 0.00b
0.75 0.25 1.00 33.34ab | 13.34ab | 0.00b | 26.67 bc 0.00b 0.00b
1.00 0.25 1.00 46.67ab | 26.67ab | 0.00b 0.00c 0.00b 0.00b
1.25 0.25 1.00 0.00b 0.00b 0.00b | 100.00a 0.00b 0.00b
1.50 0.25 1.00 13.34ab | 26.67ab | 0.00b | 26.67bc 0.00b 0.00b
1.75 0.25 1.00 33.34ab | 40.00ab | 0.00b 6.67C 0.00b 0.00b
2.00 0.25 1.00 0.00 b 53.34ab | 0.00b | 20.00c 0.00b 0.00b

* Ayni sltun daki harfler 0.05 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkl gruplar1 gostermektedir

** Aym sutun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.18 Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin kullanilan

farkl1 BAP, NAA ve GAzdozlarmin etkileri.

a. 0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GA; igeren MS ortaminda siirgiin olusumu ve b. 0.25 mg/I
BAP, 1.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; iceren MS ortaminda siirgiin uglar1 ve kahve renkli
kallus olugumu (bar a, b =1.67 cm)
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4.5.5 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyon i¢cin kullanilan
farkhh BAP, NAA ve GA; dozlarimin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 gunlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplantlari
farkli oranda BAP, NAA ve GAj igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta
sonra elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif siirgiin rejenerasyonu
gbzlenmemis olup, eksplantlarda kararma (nekroz) goriilmiistiir. Ayrica, eksplantlar
tizerindeki siirgiin uglar1 olumsuz sekilde etkilenmeye baslamistir. Ancak, kalluslar ilk
once yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine doniismiislerdir. Elde
edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 Gizelge 4.29’de verilmistir.
Cizelge’de goriildiigii gibi kahve renkli kallus olusum orani ve yesil renkli kallus
olusum orani bakimindan ortamlar arasinda sirasiyla 0.01 ve 0.05 diizeyinde farklilik
goriilmiistlir. Ancak, siirgiin ucu olusum orani1 bakimindan ortamlar arasinda istatistiksel
olarak farkliligi goriilmemistir. Yapilmis Tukey’s-b testi (Cizelge 4.30) sonuglarina
gore yesil renkli kallus olusum oranm1 %0-86.67 aras1 giiriilmiis olup, en fazla %86.67
yesil renkli kallus olusumu 0.25 mg/l BAP- 1.75 mg/l NAA- 1 mg/l GAs (Sekil 4.19.b),
1.25 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA- 1 mg/l GAzigeren MS ortaminda goriilmiistiir. Ayrica,
kahve renkli kallus olusum orani1 %0-100.00 aras1 degismis olup, en fazla %100 kahve
renkli kallus olusum orani, 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l GA3 (Sekil 4.19.a) ve 0.25 mg/I
NAA ve 1.00 mg/l GA3 igeren MS ortaminda goriilmiistiir. Stirgiin ucu olusum orani ise

%0-20.00 arasinda degismistir.

Cizelge 4.29 L. stoechas bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GAj dozlarinin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglar1

Yesil renkli kallus | Kahve renkli kallus Sirglin ucu
VD SD | olusum oram (%) olusum oram (%) olusum oram (%)
KO F KO F KO F
Ortam 17 | 222048 | 250" | 251329 | 3.36° 148.58 0.61
Hata 36 888.89 748.15 244.44
Genel Toplam 53

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir; ** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.30 L. stoechas bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu ig¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GAs dozlarinin

etkileri
Ortam Yeiﬂ Irle“kh Kahve renkli | Sdrgln ucu
BAP NAA GA3 olu u?nlj)sram kallus olusum olusum
(mall) (ma/l) (ma/l) S(%)* oram (%)** oram (%)
0.25 0.00 1.00 0.00c 100.00 a 0.00
0.25 0.25 1.00 6.67 bc 80.00 ab 13.34
0.25 0.50 1.00 26.67 bc 60.00 abcd 13.34
0.25 0.75 1.00 33.34 abc 60.00 abcd 6.67
0.25 1.00 1.00 26.67 bc 40.00 bcde 13.34
0.25 1.25 1.00 40.00 abc 46.67 bcde 13.34
0.25 1.50 1.00 60.00 ab 20.00 cde 20.00
0.25 1.75 1.00 86.67 a 0.00 e 0.00
0.25 2.00 1.00 53.34 abc 33.34 bcde 13.34
0.00 0.25 1.00 0.00c 100.00a 0.00
0.25 0.25 1.00 6.67 bc 80.00 ab 13.34
0.50 0.25 1.00 20.00 bc 80.00 ab 0.00
0.75 0.25 1.00 53.34 abc 40.00 bcde 6.67
1.00 0.25 1.00 6.67 bc 80.00 ab 13.34
1.25 0.25 1.00 86.67 a 13.34 de 0.00
1.50 0.25 1.00 33.34 abc 66.67 abc 0.00
1.75 0.25 1.00 26.67 bc 73.34 ab 0.00
2.00 0.25 1.00 60.00 ab 40.00 bcde 0.00

* Ayni sltun daki harfler 0.05 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir
** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 gostermektedir

Sekil 4.19

Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin
kullanilan farkli BAP, NAA ve GAjzdozlarinin etkileri.

a. 0.25 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 1 mg/l GAzigeren MS ortaminda kahve renkli kallus
olusumu ile siirgiin uglarin gelismesi, b. 0.25 mg/l BAP, 1.75 mg/l NAA ve 1 mg/l GA;
iceren MS ortaminda yesil renkli kallus olusumu ile siirgiin uglarin gelismesi (bar a, b
~1.66 cm)
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4.5.6 Hipokotil eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyon icin kullanilan farkh
BAP, NAA ve GAsdozlarimin etkileri

Adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek amact ile in vitro kosullarda 1 haftada
¢imlenen 10 glnluk L. stoechas bitkiciklerden elde edilen hipokotil eksplanti farkli
oranda BAP, NAA ve GA; igeren MS ortaminda kiiltiire alimmustir. Sekiz hafta sonra
elde edilen sonuglara gére her hangi eksplantta adventif surglin rejenerasyonu
gbzlenmemis olup, eksplantlarda kararma (nekroz) goriilmiistiir. Ancak, kalluslar ilk
once yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine doniismiislerdir. Ayrica,
eksplantlar Gzerinde gelisen siirgiin uglar1 olumsuz sekilde etkilenmeye baslamistir.
Elde edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 ¢izelge 4.31°de verilmistir.
Sonuglara gore hem kahve renkli kallus olusum orant hem de kahve yesil renkli kallus
olusum orant bakimindan ortamlar arasi her hangi farklilik goriilmemistir (Cizelge
4.32). Cizelge’de goriildiigii gibi kahve-yesil renkli kallus olusum orani %0-40 arasi
(Sekil 4.20.b) ve kahve kallus olusum orani ise, %60.00-100.00 aras1 degismistir. (Sekil
4.20.a)

Cizelge 4.31 L. stoechas bitkisinin hipokotil eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GAjz dozlarinin
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari

Kahve yesil renkli kallus Kahve renkli kallus
VK SD olusum oram (%) olusum oram (%)
KO F KO F
Ortam 17 598.26 1.24 598.26 1.24
Hata 36 481.48 481.48
Genel Toplam 53
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Cizelge 4.32 L. stoechas bitkisinin hipokotil eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 dozlarmin etkileri

Ortam Kahve yesil .

renkli kallus | <ahve renkii

BAP GA; olusum orani kallus olusum

(mall) (mag/l) (%) orani (%)

0.25 0.00 1.00 0.00 100.00
0.25 0.25 1.00 13.34 86.67
0.25 0.50 1.00 40.00 60.00
0.25 0.75 1.00 0.00 100.00
0.25 1.00 1.00 0.00 100.00
0.25 1.25 1.00 20.00 80.00
0.25 1.50 1.00 33.34 66.67
0.25 1.75 1.00 40.00 60.00
0.25 2.00 1.00 13.34 86.67
0.00 0.25 1.00 13.34 86.67
0.25 0.25 1.00 13.34 86.67
0.50 0.25 1.00 0.00 100.00
0.75 0.25 1.00 13.34 86.67
1.00 0.25 1.00 13.34 86.67
1.25 0.25 1.00 20.00 80.00
1.50 0.25 1.00 40.00 60.00
1.75 0.25 1.00 13.34 86.67
2.00 0.25 1.00 0.00 100.00

Sekil 4.20 Hipokotil eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan farkl

BAP, NAA, GA;ve Aktif komir dozlarin etkileri.

a. 0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GA; igeren MS ortaminda kahve renkli kallus olusumu ve b.
1.50 mg/l BAP, 0.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA; iceren MS ortaminda kahve-yesil kallus
olugumu (bar a, b =1.66 cm)
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4.5.7 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyon i¢cin kullanilan
farkh BAP, NAA ve GAjile aktif komUr dozlarimin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 gunluk L. stoechas bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplanti
farkli oranda BAP, NAA ve GAj ile 4 g/l aktif komiir igeren MS ortaminda kiiltiire
almmustir. Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore tiim eksplantlarda kararma
goriilmiis olup, gelisen siirgiin uglari ciddi sekilde zarar gormiislerdir. Ancak, kalluslar
ilk once yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine doniismiislerdir. Elde
edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 Gizelge 4.33’de verilmistir.
Cizelgeye gore kahve renkli kallus ve kahve yesil renkli kallus olusum orani
bakimindan ortamlar arasinda 0.01 diizeyinde farklilik gorilmiistiir. Cizelge 4.34’de
goriildiigii gibi kahve-yesil renkli kallus olusum orani %0-93.34 aras1 goriilmiis olup, en
fazla %93.34 kahve-yesil renkli kallus olusum orani 0.25 mg/l BAP ve 1.00 mg/l GA3
ile 4.00 g/1 aktif komiir igeren MS ortamlarinda goriilmiistiir (Sekil 4.21). Ayrica, kahve
renkli kallus olusum oran1 %6.67-100.00 aras1 degismistir. En fazla %100 kahve renkli
kallus olusum orani, 0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GAjz ile 4 g/l aktif karbon, 0.25 mg/I
BAP- 0.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GAs ile 4 g/l aktif karbon, 0.25 mg/l BAP- 0.50 mg/I
NAA ve 1 mg/l GA; ile 4 g/l aktif karbon, 0.25 mg/l BAP- 1 mg/l NAA ve 1 mg/l GA3
ile 4 g/l aktif karbon, 0.25 mg/l BAP- 1.25 mg/l NAA ve 1 mg/l GA;s ile 4 g/l aktif

karbon, iceren MS ortamlar1 diginda, tiim diger ortamlarda goriilmiistiir.

Cizelge 4.33 L. stoechas bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 ile aktif komr
dozlarmin etkilerini belirlemek  amaciyla yapilan varyans analiz

sonugclar1
Kahve yesil renkli kallus Kahve renkli kallus
VK SD olusum oram (%) olusum orami (%)
KO F KO F
Ortam 17 2909.37 3217 2543.35 3.54~
Hata 36 903.70 718.52
Genel Toplam 53

** p<0.01 diizeyinde énemlidir

71



Cizelge 4.34 L. stoechas bitkisinin kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin
rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP, NAA ve GA3 ile aktif kdmr
dozlarinin etkileri

Ortam Kahve

Kahve yesil renkli

BAP NAA GAs | Aktif komiir ;f:sl:nlrlnkjrlgfl O‘;ﬁ;'l‘:zl

(mg/l) (mg/l) (mg/l) (9/l) (%6)** oran

(Yo)**

0.25 0.00 1.00 4.00 93.34a 6.67 C
0.25 0.25 1.00 4.00 66.67 ab 33.34 he
0.25 0.50 1.00 4.00 33.34 he 66.67 ab
0.25 0.75 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
0.25 1.00 1.00 4.00 33.34 he 66.67 ab
0.25 1.25 1.00 4.00 60.00 ab 40.00 be
0.25 1.50 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
0.25 1.75 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
0.25 2.00 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
0.00 0.25 1.00 4.00 0.00 100.00 a
0.25 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
0.50 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
0.75 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
1.00 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
1.25 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
1.50 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
1.75 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a
2.00 0.25 1.00 4.00 0.00 ¢ 100.00 a

** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplari géstermektedir

Sekil 4.21 Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin
kullanilan farkli BAP, NAA ve GAj3 ile aktif komir dozlarin etkileri,
0.25 mg/l BAP, 1 mg/l GA;3 ve 4 g/l aktif karbon igeren MS ortaminda

kahve yesil renkli kallus olusumu (bar ~1.66 cm)
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4.5.8 Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyon icin kullamlan
farkh BAP, NAA ve GAjile aktif komUr dozlarimin etkileri

Adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek amact ile in vitro kosullarda 1 haftada
¢imlenen 10 gunlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen primer yaprak eksplanti farkli
oranda BAP, NAA ve GA; ile aktif komiir iceren MS ortaminda kiiltiire almmustir.
Sekiz hafta sonra elde edilen sonuclara gore tim eksplantlarda ne adventif strgln
rejenerasyonu ne de kallus olusumu gozlenmemistir. Ancak, eksplant doku hiicrelerin

cogaltimi sonucunda eksplantlarda dnemsiz derecede kivirma goriilmiistiir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22 Sekiz hafta sonra farkli BAP, NAA ve GAgs ile aktif komlr dozlar1 igeren MS
ortaminda primer yaprak eksplantlar tizerinde kivirmalar (bar =1.6 cm)

4.5.9 Kotiledon bogum eksplantindan mikro¢ogaltim i¢in kullanilan farkhh BAP ve
NAA dozlarin etkileri

Mikrogogaltim amact’ile in vitro kosullarda 1 haftada ¢imlenen 10 gunliik L. stoechas
bitkiciklerden elde edilen kotiledon bogum eksplant1 farkli oranda BAP ve NAA igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmis olup, eksplantlar {izerinde 8-12 giin sonra siirgiin uglar1
ve daha sonra siirgiin olusum baglamistir. Ayrica, kalluslar ilk dnce yesil, sonra kahve
yesil ve daha sonra kahve renklerine dontismiislerdir. Sekiz hafta sonra elde edilen
verilerle yapilmis olan varyans analizi (Cizelge 4.35) sonuglarmma gore yesil renkli
kallus olusum orani ve siirgiin olusum oran1 bakimindan ortamlar arasi 0.01 diizeyinde

ve kahve yesil renkli kallus olusum orani ve eksplant basina ortalama siirgiin sayisi
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bakimindan ortamlar aras1 0.05 diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Ancak, kahve renkli
kallus olusum orani ve ortalama siirgiin uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda fark
bulunmamaktadir. Farklilik derecesini tespit etmek amaciyla Tukey’s-b testi yapilmis
olup, elde edilen sonuclar ¢izelge 4.36’de verilmistir. Sonuglarda goriildiigii gibi yesil
renkli kallus olusum orani %0-100.00 aras1 gbzlenmis olup, en fazla %100 yesil renkli
kallus olusum orant 0.75 mg/l BAP ve 0.10 mg/l NAA iceren MS ortaminda
gorilmiistiir. Kahve yesil renkli kallus olusum orani %0-66.67 arasi degisim gozlenmis
olup, en fazla %66.67 kahve yesil renkli kallus olusum oran1 0.25 mg/l BAP ve 0.10
mg/l NAA igeren MS ortaminda goriilmiistiir. Kahve renkli kallus olusum orani ise %0-
26.67 aras1 deigmistir. Ayrica, slirglin olusum oran1 %0-93.34 aras1 deigismis olup, en
fazla %93.34 siirgiin olusum orani, 0.25 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda goriilmiistiir
(Sekil 4.23.a,b). Eksplant bagina ortalama siirgiin sayis1 0-5.60 siirglin aras1 degismistir
ve en fazla 5.60 siirgiin 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamida gozlenmistir. Ortalama

stirglin uzunlugu ise 0.00-1.60 cm aras1 gozlenmistir.

Cizelge 4.35 L. stoechas bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim igin
kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarinin etkilerini belirlemek amaciyla
yapilan varyans analiz sonuglar1

. . Kahve -Yesil renkli | Kahve renkli
Yesil renkli kallus
VK SD | olusum oram (%) kallus olusum orani | kallus olusum
(%) orani (%)
KO F KO F KO F
Ortam 11 | 4366.67 | 14.03° | 1135.35 | 2.92" | 487.88 | 1.16
Hata 24 311.11 388.89 422.22
Genel Toplam | 35
- Eksplant basina Ortalama
Stirgin Ol(:l sum ortalama stirgiin surgun
VK b orani (%) sayisi (adet) uzunlugu (cm)
KO F KO F KO F
Ortam 11 | 2662.63 | 4.28" 7.61 221* | 077 | 1.87
Hata 24 622.22 3.44 0.41
Genel Toplam | 35

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir; ** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.36 L. stoechas bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim igin
kullanilan farkli BAP ve NAA dozlarmnin etkileri

Yesil . Kahve Eksplant
Ortam renkli Kalr‘:skY"esll renkli Stirgiin basina | Ortalama
kallus Kallus kallus olusum ortalama surgln
BAP NAA olusum olusum olusum orani surguin uzunlugu
(ma/l) (ma/l) orani orant (%)* orani (%)** sayisi (cm)
J J (%)** ° (%) (adet)*
0.25 0.00 0.00d 6.67 b 0.00 93.34a 5.60 a 1.60a
0.25 0.05 13.34d 0.00b 20.00 66.67 ab 1.67b 1.19 abc
0.25 0.10 0.00d 66.67 a 33.34 0.00e 0.00b 0.00c
0.50 0.00 86.67 a 0.00b 0.00 13.34 cde 2.67 ab 1.09 abc
0.50 0.05 26.67 cd 0.00b 20.00 53.34 abcd 3.56 ab 1.32 ab
0.50 0.10 20.00 cd 20.00 b 0.00 60.00 abc 2.39 ab 1.10 abc
0.75 0.00 46.67 bc 0.00b 26.67 26.67 bede 2.37ab 0.67 abc
0.75 0.05 66.67 ab 0.00b 0.00 33.34 bede 0.67b 0.67 abc
0.75 0.10 100.00 a 0.00 b 0.00 0.00 e 0.00 b 0.00c
1.00 0.00 80.00 a 0.00b 0.00 20.00 bcde 1.67b 0.67 abc
1.00 0.05 93.34a 0.00b 0.00 6.67 de 1.00b 0.34 bc
1.00 0.10 86.67 a 0.00 b 0.00 13.34 cde 1.00b 1.00 abc

* Ayni sltun daki harfler 0.05 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkl gruplar1 gostermektedir
** Ayni sUtun daki harfler 0.01 diizeyinde Tukey’s-b testine gore farkli gruplar1 géstermektedir

Sekil 4.23 Kotiledon bogum eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in farkl
BAP ve NAA dozlarn etkileri.
a. 0.25 mg/l BAP igeren MS ortaminda L. stoechas bitkisinde kotiledon bogum eksplanti

tizerinde siirgiin olusumu ve b. 0.75 mg/l BAP igeren MS ortaminda surgiin ve kahve
kallus olusumu (bar a, b =2.5 cm)

4.5.10 Meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. Koltuk alt1 meristemi ve epikotil

koltuk alt1 meristemi eksplantindan 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamda
mikroc¢ogaltim

Mikrogogaltim amaciyla L. stoechas bitkiciklerden elde edilen 40 ginlik bitkilerden
meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. koltuk alt1 meristemi ve epikotil koltukalt1

meristem eksplant1 0.25 mg/l BAP igeren MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Eksplantlar
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Uzerinde 7-10 giin sonra siirgiin uglar1 ve daha sonra siirgiin olusum baslamistir. Sekiz
hafta sonra elde edilen sonuglar1 varyans analizine tabii tutulmustur ve Gizelge 4.37°de
verilmistir. Sonuglara gore siirglin olusum oran1 bakimindan eksplantlar arasinda 0.01
diizeyinde ve ekplant basina ortalama siirgilin sayis1 bakimindan ise eksplantlar arasinda
0.05 diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Ancak, nekrotik kallus olusum orani ve kahve
yesil renkli kallus olusum oran1 bakimindan eksplantlar istatistiksel olarak benzerlik
gostermiglerdir. Eksplantlar arasinda farkliligin 6nem diizeyini tespit etmek amaciyla
Duncan testi yapilmis olup, elde edilen sonuglar ¢izelge 4.38°de verilmistir. Cizelgeye
gore kahve-yesil renkli kallus olusum oran1 ve nekrotik kallus olusum orani ise sirasiyla
%0-73.34ve %0-40.00 aras1 gozlenmistir. Siirglin olusum oran1 %13.34-80.00 aras1
deigismis olup, en fazla %80.00 siirgiin olusumu epikotil koltuk alt1 meristemi
eksplantindan elde edilmistir. Ayrica, ekplant basina ortalama siirgiin sayis1 1.00-5.34
adet aras1 degismistir. Eksplantlar karsilastirilinca, epikotil koltuk alt1 meristemi
eksplantindan en fazla 5.34 adet siirgiin elde edilmistir (Sekil 4.24). Farkl eksplantlarda

ortalama siirgiin uzunlugu 0.8-1.29 cm arasinda degismistir.

Cizelge 4.37 L. stoechas bitkisinin meristematik ucu, yukardan 1, 2. ve 3. koltuk alt1
meristemi ve epikotil koltuk alti meristemi eksplantlarindan 0.25 mg/l
BAP igeren MS ortamindaki mikrogogaltim ile ilgili verilerin varyans
analiz sonuglar1

Kahve-Yesil Nekrotik Siirgiin olusum
VK sp renkli kallus kallus olusum orani
olusum orani (%) orani (%) (%)
KO F KO F KO F
Eksplantlar 4 2160.00 3.11 | 666.67 | 1.25 | 2626.67 | 24.62"
Hata 10 693.33 533.33 106.67
Genel Toplam 14
Explant basina Ortalama
ortalama suirgiin surgiin
VK SD sayisi (adet) uzunlugu
(cm)
KO F KO F
Eksplantlar 4 7.78 414" | 0.12 0.91
Hata 10 1.88 0.13
Genel Toplam 14

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir; ** p<0.01 diizeyinde énemlidir
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Cizelge 4.38 L. stoechas bitkisinin meristematik ucu, yukardan 1, 2. ve 3. koltuk alt1
meristemi ve epikotil koltuk alt1 meristemi eksplantindan 0.25 mg/l BAP
iceren MS ortamindaki mikrogogaltim sonuglar1

Ort Rahve Explant
rtam X .
éﬁiﬂl i Nﬁ:ﬁigk Surgin | basina | Ortalama
kallus olusum olusum | ortalama surgin
olusum orzm orani strgln uzunlugu
Explant BAP orani (%) (Yo)** sayisl (cm)
(%) (adet)*
Meristematik u¢ 0.25 | 40.00 ab 0.00 60.00a | 3.05ab 1.24
Yukardan 1. Koltuk | o o5 | 49 00ah | 40.00 | 20.00¢ | 3.00ab |  1.00
alti merstemi
Yukardan 2. koltuk | o 55 | 73344 | 1334 | 1334c| 200b | 0.80
alti merstemi
Yukardan 3. ko!tuk 095 | 53342 26.64 20.00 c 00D o0
alti merstemi
Epikotl koltukcalt | 925 | 0.00b | 2000 | 80.00a | 534a 1.29

* Ayni siitun daki harfler 0.05 diizeyinde Duncan testine gore farkli gruplar géstermektedir

** Aym sutun daki harfler 0.01 diizeyinde Duncan testine gore farkli gruplari gostermektedir

Sekil 4.24 Meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. koltuk alt1 meristemi ve epikotil
koltuk alt1 meristemi eksplantindan 0.25 mg/l BAP i¢eren MS ortamda
mikrocogaltim (bar =1 cm)
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4.5.11 Kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinlerin koklendirmek icin
kullanilan farkh dozlarda IBA’nin etkisi

L. stoechas kotiledon bogum explantindan elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi
amaci ile eksplantlar farkli oranda IBA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Eksplantlar Gzerinde 6-8 giin sonra kok uglar1 ve daha sonra kdk olusum baglamustir.
Sekiz hafta sonra elde edilen verilerle yapilmis olan varyans analizi sonuglar1 ¢izelge
4.39’de verilmistir. Cizelgeye gore kok olusum orani, kok uzunlugu ve bitki boyu
bakimindan ortamlar arasinda istatistiksel olarak olmazsa da rakamsal olarak farklilik
goriilmiistiir. Cizelge 4.40’de goriildiigi gibi, farkli oranlarda IBA igeren MS
ortamindan elde edilen kok olusum orani %25-75 aras1 degismistir. En fazla %75 kok
olusumu 0.50 ve 1.00 mg/l IBA igeren MS ortamlarinda goriilmiistiir. Kok uzunlugu ise
1.167- 1.930 cm arast gozlenmis olup, en uzun kok 1.930 cm olarak 1.00 mg/l IBA
iceren MS ortaminda goriilmiistiir. Koklenen siirgiinlerinin boyu’ise 3.00-5.37 cm aras1
gbdzlenmis olup, en uzun siirgiin boyu 5.37 cm olarak 1.00 IBA iceren MS ortaminda

goriilmiistiir (Sekil 4.25).

Cizelge 4.39 L. stoechas kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinleri
koklendirmek i¢in kullanilan farkli IBA dozlarmin etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan varyans analiz sonuglar1

Kok olusum Kok uzunlugu Bitki boyu
VK SD orani (%) (cm) (cm
KO F KO F KO F
Ortam 3 1875.00 | 2.77 0.32 0.58 2.82 | 0.73
Hata 8 677.00 0.55 3.87
Genel Toplam 11

Cizelge 4.40 L. stoechas kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinleri
koklendirmek i¢in kullanilan farkli IBA dozlarinin etkileri

Ortam Kok olusum oram Kok uzunlugu bitki boyu
IBA (mg/l) (%) (cm) (cm)
0.25 41.66 1.62 4.11
0.50 75.00 1.40 4.06
0.75 25.00 1.17 3.00
1.00 75 .00 1.93 5.37
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Sekil 4.25 Kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirglinlerin  kdklendirmek
tizerine farkli dozlarda IBA’nin etkisi, koklendirilen L. stoechas bitkileri
(bar =1 cm)

4.5.12 Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu

1) Daimi daldirma sistem

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Doku kiiltiirii kosullarinda gelistirilmis bitkiler 200
ml sivi MS veya 1 mg/l GAz ve 1 mg/l IBA igeren sivi MS ortama dik sekilde tutulmasi
bitkilerde olumsuz etki gostermis olup, gelismelerine engel olmustur. Ayrica bitkilerin
taban kisminda kararma ve ¢Urime goézlenmis olup, tiim bitkiler 10-30 gun icinde
Olmistiir (Sekil 4.26.e).

2) Killi toprak ve hayvan giibre karigimi

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Killi ve hayvan giibresinin 1:1 karisiminda sasirtilan
tum bitkilerin koklerinde, ilk 6nce yanma ve daha sonra bitkilerin nekrozla berber
olimi gériinmiistiir (Sekil 4.26.c).

3) Kum

Denemede 40 bitki kullanilmigtir. Kumun su tutma kapasitesi ¢ok diisiik olmasindan
dolay1 koklendirilmis bitkiler besin maddeleri ve su eksikliginden gelisememis olup

Olmiislerdir. (Sekil 4.26.d).
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4) Perlit

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Perlit, genel olarak siis bitkileri ve yar1 ¢alimsi
bitkiler koklendirmek i¢in en uygun ortam olarak degerlendirilmektedir. Bu denemede
bitkiler aktardiktan sonra perlit 1slatilmis olup ve giinesin direkt etkisinden uzak
tutulmustur; fakat elde edilen tiim bitkiler 6-7 gun icerisinde kararmayla berber
Olmislerdir (Sekil 4.26.a).

5) Kil ve torf karigimi

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Kil ve torf karisimina aktarilan tiim bitkiler 3-6 gln
icerisinde Olmiistiir. Torpakta yiiksek miktarda su birikimi, bitkilerin alt kisminda
kahvelesme, kararma ve daha sonra tiim bitkilerin Gliimiine sebep olmus olarak

diistiniilmektedir (Sekil 4.26.1).

6) Torf

Denemede 40 bitki kullanilmistir. Bu c¢alismada torf, bitki sasirtmak i¢in en uygun
ortam olarak degerlendirilmistir. 160°C sicaklikta ve 2 saat siire ile steril edilmis torfta
en iyi gelisimi saglayan bitkilerin, oda sicakliginda ve poset igerisinde gelismeleri takip
edilmistir. Daha sonra, posetten ¢ikarttilmis olup (Sekil 4.26.b), %45 nem ve oda
sicakliginda biiylimesini 4 hafta takip ederek, 40 bitkiden 15 bitki tarlaya
sasirtimlmustir. Bitkileri sasirtmadan 6nce bitki yataginin 8 farkli yerinden rastgele 15-
30 cm derinlikten toprak ornekler alinmis, temiz plastik kovada karigtirilmistir. Daha
sonra, karistirilmig topraktan 1 kg Ornegi Ankara, Yenimahalle, Toprak Giibre
Arastirma Enstitiisiine analiz i¢in gonderilmis olup, Sonuglara gore su ile doymusluk
%53.00, EC 1.24 ds/m, toplam tuz 9%0.04, su ile doymus toprakta pH 7.56, kireg
%5.18, fosfor 13.73 kg/da, potasyum 174.67 kg/da, organik madde %1.34, toplam azot
%0.07 ve organik karbon %0.78 olarak bulunmustur.

Iklim odasinda gelisen bitkileri tarlaya sasirtilirken, dikmek amaciyla acilan deliklerin
derinlik ve genislikle beraber topragmin tarla kapistesinde oldugu kontrol edilmistir.
Bitkiler diktikten sonra, etrafinda buharlagsmay1 engellemek i¢in saman ortusu
konulmustur. Ilk 10 giin her aksam verilen su, bitkiler {izerinde olumlu etki yapmis olup

ve bitkeler hizl1 sekilde biiymeye baslamislardir. Daha sonra her 7 gilinde bir sulamanin,
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bitki gelisiminde herhangi olumlu etkisi goriilmemistir. Benzer sekilde bitkilerin
gelismesini saglamak ve topragin havandirilmast i¢in iki haftada bir yabanci ot

miicadelesinin de bitkiler lizerinde pozitif etkileri goriilmiistiir.

Tim adaptastyon denemeleri igin toplam 240 L. stoechas bitkisi kullanilmis olup,
tarlaya sasirtilmis 15 bitkiden 9 bitki halen tarla kosullarinda yagamaya devam
etmektedir (Sekil 4.27) .

Sekil 4.26 Elde edilen bitkilerin dig sartlara adaptasyonu,
a. Perlit, b. Torf, c. Killi toprak ve hayvan giibre karigimi, d. Kum, e. Daimi daldirma
sistem, f. Kil ile torf karisimi

Sekil 4.27 Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu, tarladaki L. stoechas bitkleri
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4.6 L. stoechas Gen Aktarim Cahsmalar

4.6.1 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimm

In vitro kosullarda 1 haftada ¢imlenen 10 giinliikk L. stoechas bitkiciklerden alinan
kotiledon bogum eksplantlar1 A. tumefaciens’in GV2260 p35 GUS INT hatti ile 30 dk
muamele edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra,
eksplantlar 0.25 mg/l BAP 50 mg/l kanamisin monosulfat ile 500 mg/l Augmentin
iceren MS seleksiyon ortamma kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra, elde edilen
stirgunler 1.00 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monosulfat ve 500 mg/l Augmentin igeren
MS ortaminda koklendirilmistir. Sekiz hafta sonra transgenik adayi siirglinlerde
koklenme goriilmiistiir. Bu denemde toplam 8 tekerrlr ve her tekerrirde 5 eksplant
kullanilmis olup, elde edilen 40 bitkinin ortalama kdk olusum orani, kok uzunlugu ve
bitki boyu ile ilgili verileri ¢izelge 4.41°de verilmistir. Daha sonra, kdklenen transgenik
aday bitkiler 160°C sicaklikta ve 2 saat siire ile steril edilmis torf iceren saksilara
aktarilmis olup, (Sekil 4.28.a) oda sicakliginda ve poset icerisinde gelismeleri takip
edilmistir. Bitkilerde belirgin gelismeler gozlendiginde posetler uzaklastirilmis olup,
%45 nem ve oda sicakliginda adaptasyonuna birakilmistir. Adaptasyon sonucunda, 40
adet transgenik aday bitkilerden yalniz 5 adet bitki gelismis olup, tarlaya sasirtilmigtir
(Sekil 4.29). Sasirtmadan Once bitki yataginin toprak analizi Ankara, Yenimahalle,
Toprak Giibre Arastirma Enstitlisiin’den yaptirilmistir. Sonuglara gore su ile doymusluk
%67.00, EC 1.18 ds/m, toplam tuz %0.05, su ile doymus toprakta pH 7.82, kire¢ %4.60,
fosfor 9.63 kg/da, potasyum 224.79 kg/da, organik madde %1.13, toplam azot %0.06 ve
organik karbon %0.66 olarak bulunmustur. Tarlaya sasirtilmis 5 transgenik aday
bitkiden, 4 bitkinin zayif oldugundan, ayrica bitki yatagi azot oranmin az olmasi ve
uyumsuz hava kosullarindan dolay1 bir bitki halen tarla da yagsamaya devam etmektedir.
Yaklasik 2 ay sonra tarladaki bitki yataginda gelisen bitkilerden yaprak ornekleri
alinarak yapilan GUS analizi sonucunda, Uzerinde mavi renk veya bdlgeler tespit
edilmistir (Sekil 4.28.b).
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Cizelge 4.41 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile gen aktarilmis
koklenen L. stoechas bitkilerinin oartalama verileri

Toplam

kullanilan Ortalama kok | Ortalama kok | Ortalama
Gen hatlan olusum oram uzunlugu bitki boyu
eksplant sayis1 o
(adet) (%0) (cm) (cm)
GV2260 p35
GUS INT 40.00 85.00 1.94 4.26

Sekil 4.28 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimu.
a. GV2260 p35 GUS INT bakteri hatt1 ile gen aktarilmis, kdklenen bitkilerin adaptasyonu,
b. yaprak ornekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucu (bar a= 2.5, b~ 1 cm)

Sekil 4.29 A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimi, saksida
ve tarladaki transgenik aday L. stoechas bitkiler
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4.6.2 A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile gen aktarim

In vitro kosullarda 1 haftada ¢imlenen 10 giinlik L. stoechas bitkiciklerden alinan
kotiledon bogum eksplantlar1 A. tumefaciens’in LBA 4404 pRGGbar hatt1 ile 30 dk
muamele edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmigtir. Daha sonra,
eksplantlar 0.25 mg/l BAP, 50 mg/l kanamisin monostulfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ile 500
mg/1 bakteriostatik Augmentin igeren MS seleksiyon ortamina kiiltiire alinmigtir. Sekiz
hafta sonra, elde edilen surglnler 1.00 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monosulfat, 2.5
mg/l fosfinotrisin ve 500 mg/l Augmentin igeren MS ortaminda koklendirilmistir. ki
hafta sonra, siirgiinlerde belirgin sekilde adventif kok olusumu gozlenmistir. Bu
denemde toplam 8 magenta ve her magentada 5 eksplant kullanilmis olup, Elde edilen
40 bitkinin ortalama kok olusumu, kok uzunlugu ve bitki boyu verileri gizelge 4.42°de
verilmistir. Daha sonra koklenen transgenik adayi bitkiler, saksilara aktarilmis olup,
(Sekil 4.30.a) gelismeler takip edilmistir. Steril edilmis torfta, oda sicakliginda aktarilan
transgenik aday bitkiler, fiziksel olarak zayif oldugundan dolay1 gelisememis olup, 2 ay
sonra Olmiislerdir. Ayrica, bitkiler 6lmeden yaprak ornekleri almarak yapilan GUS

analizi sonucunda mavi renk ve bolgeler tespit edilmistir (Sekil 4.30.b).

Cizelge 4.42 A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile gen aktarilmis
Koklenen L. stoechas bitkilerinin oartalama verileri

Toplam Ortalama kok | Ortalama kok | Ortalama
kullanilan - ey

Gen hatlan olusum orani uzunlugu bitki boyu

eksplant sayisi (%) (cm) (cm)

(adet) 0
LBA 4404
PRGGbar 40.00 90.00 2.58 4.83
4.6.3 PCR sonuglari

Elde edilen bitkilerde PCR ile GUS geni, pozitif sonucu dogrulanmamistir. Bunun

sebebi aktarilan genlerin ekstra kromozomal olup, kromozomlarla entegrasyonunun

saglanmamasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.30 A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatt1 ile gen aktarimi.
a. koklenen bitkilerin adaptasyonu, b. yaprak 6rnekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucu
(bara=2.5,b~=1cm)
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5. TARTISMA VE SONUC

L. angustifolia YUzey Sterilizasyonu

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda, kullanilan bitki ekSplantlarinin yiizey sterilizasyon olarak
bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan temizlenebilmesi igin uygun dezenfektan
tiirleri, konsantrasyonlar1 ve kullanim siireleri, birbirinden farklilik gostermektedir. Bu
nedenle, bir sterilizasyon ¢alismasinda amag en etkili ve en diisiik seviyede dezenfektan

dozunun belirlenmesidir (Bhatti, 2001).

L. angustifolia tohumlarmin yiizey sterilizasyonu, ticari gamasir suyunun (Ace, Tiirkiye)
% 5, 10, 15 ve 20’lik dozu ve her biri 4, 7, 10 dk, oda sicaklifinda uygulanmustir.
Yapilan varyans analizi sonucunda ¢amasir suyu muameleler ve uygulama sdreleri
arasinda istatistiksel olarak farkliligi olmadigi tespit edilmistir. Denemede tim
uygulama stireleri ve ¢amasir suyu oranlarin muamele sonucunda her hangi bulasikligi
giirtilmemistir. En fazla %13.33 ¢imlenme %10 ¢amasir suyu, 4 dk; %5 ¢amasir suyu, 4
dk ve %5 camasir suyu, 10 dk sterilizasyon uygulamasi ile elde edilmistir. Tohumlarin
canlilig1 tespit, etmek amaciyla tetrazolium testi yapilmistir. Tetrazolium testi
sonucunda tohumlarda %90-95 canlilig1 tespit edilmistir. Yiizey steril edilmis
tohumlardaki ¢imlenme  diisiikliiglin  sebebi tohumlarda dormansi oldugu
diistiniilmektedir. Elde edilen sonug¢lar Chavangat (1978)’in sonuclarma benzerlik
gostermektedir. Arastirict  laboratuvar ¢alismalarda Lavandula L. bitkisininin
tohumlarda heterogeniti tespit etmis olup, heterogeniti, duzeylerinin tohum
¢imlenmesine etkili oldugu tespit etmistir. Tez kapsaminda yapilmis birinci denemede
L. angustifolia tohumlar1 1 mgl™ GAg iceren steril saf su icinde bekletildiginde,
¢imlendirilememistir. ikinci denemede ise L. angustifolia tohum kabuklarini ¢izerek,
steril Petri kaplar1 igerisinde %0.65 agar ile katilastirilan, %3 sukroz igeren MS besin
ortamimnda 24+2°C’de 16 saat 151k fotoperiyotunda ¢imlendirilmistir. Deneme sonucunda
tohum c¢imlenme ylzdesinde belirgin artis olmamis, ¢imlenme %10-15 arasinda
degismistir. Buna karsi, Chavangat (1978) 3-5°C sicakliginda 200 ppm (200 mg/l) GA3
muamelesinin tohum dormansisini kirmak i¢in uygun gormiis olup, yiiksek miktarda

GA3 muamelesi ve soguk uygulamasinim 6nemini vurgulamaktadir.
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Dolaysiyla, denemede kullanilacak tohumlarin ¢imlenmesi i¢in ¢izilmemis tohumlar

kullanmis olup, MS ortam tercih edilmistir.

L. angustifolia Bitkisinin Doku Kiiltiirii Calismalart

Farkli BAP, NAA ve GAs dozlarmmin L. angustifolia bitkisinin primer yaprak
eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Adventif slrgin rejenerasyonu elde etmek amaciyla L. angustifolia nin in vitro
kosullarda 3-4 haftada ¢imlenen 10 glnlik bitkiciklerden elde edilen primer yaprak
eksplantlar1 kullanilmigtir. Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore her hangi
eksplantta farkli oranlarda BAP, NAA ve GA3 iceren MS ortamda adventif siirgiin
rejenerasyonu goriilmemis olup, kallus olusumu ve siirgiin primordialar1 gézlenmistir.
Ancak, kalluslar ilk 6nce yesil, sonra kahve yesil ve daha sonra kahve renklerine
dontlismiis olup tlizerinde farkli oranda nekroz goriilmiistiir. Bu ¢alismadaki sonuglari,
Tsuro vd. (1999), caligmasma kismen benzerlik gostermektedir. Arastiricilar, L.
angustifolia nin yaprak eksplantlarmdan kallus olusumu ve sirasiyla 4.4x10° M BAP
ve 4.0 x 10’ M CPPU (N-(2-chloro-4-pyridyl)-N"-phenylurea) iceren MS ortaminda
kallus Gzerinde %55.3 ve %52 siirgiin olusmu goérmiislerdir. Benzer sekilde, Falk vd.
(2009) L. angustifolia bitkisinin rejenerasionu i¢in, genc yaprak eksplantini, karanlikta
ve 9 uM TDZ ve ya 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir. iki hafta sonra
eksplantlarda kallus olusum gozlenmis olup, 4 hafta sonra eksplantlar {izerinde siirgiin
rejenerasyon gorilmiistiir. TDZ iceren ortamda, eksplantlar tizerinde her hangi slrgin
olusumu gozlenmemistir. Tez kapsamdaki calisma, Ghiorghita vd. (2009), nin
calisgmasina uyum saglamamaktadir. Arastiricilar, L. angustifolia bitkisinde yaprak
eksplantin1 kullanarak MS ortami1 ve NAA, BAP, IAA ve kinetin + NAA igeren MS
ortaminda siirgliin rejenerasyon yapmislardir. Bunun sebebi her iki ¢alismada

kullanilmis materyalin farkli kaynaklardan oldugu tahmin edilmektedir.

Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu icin kullanilan farkh
BAP, NAA ve GA; dozlarinin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla L. angustifolia’nin in vitro

kosullarinda 3-4 haftada ¢imlenen 10 gunlik bitkiciklerden elde edilen kotiledon

87



yaprak eksplantlar1 kullanilmistir. Sekiz hafta sonra farkli oranda BAP, NAA ve GAj
iceren MS kiiltiir ortamlarindan elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif
slirglin rejenerasyonu gozlenmemis olup, farkli oranda kahve renkli kallus ve nekrotik
kallus olusum goézlenmistir. Buna karsi, Tsuro vd. (1999) ve Falk vd. (2009) L.
angustifolia 'nin yaprak eksplantlarindan farkli oranda BAP ve TDZ igeren MS
ortamlarda kallus olusumu daha sonra iizerinde siirgiin olusumu gérmiislerdir. Benzer
sekilde Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde yaprak eksplant1 kullanarak
farkli oranda NAA, BAP, TAA ve kinetin + NAA iceren MS ortaminda siirgiin
rejenerasyon elde etmistir. Bunun sebebi, yukarida belirtilmis ¢alismalarin ve bu tez

kapsamda kullanilmis eksplantin farkliligindan tahmin edilmektedir.

L. angustifolia bitkisinin Hipokotil eksplantindan adventif sirgln rejenerasyonu igin
kullanilan farklt BAP, NAA ve GA3 dozlarinin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 3-4 haftada
¢imlenen 10 gunlik bitkiciklerden elde edilen hipokotil eksplantlar iizerinde farkli
oranda BAP, NAA ve GA; igeren MS ortamin etkisi olmayip, adventif siirgiin
rejenerasyonu goriilmemistir. Fakat farkli oranda kahve ve kahve-yesil renkli kallus
olusum goriiliirken siirgilin rejenerasyon goriilmemistir. Buna karsi, Calvo ve Segura
(1988), in vitro kosullarda yetistirilmis L. latifolia ve L. stoechas tirlerine ait
bitkiciklerin hipokotil eksplantindan farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda IAA,
NAA ya da 2,4-D ile BAP ya da Kinetin i¢eren ortamlarda kallus ve siirgiin olusumu
gbzlenmistir. Bunun nedeni, her iki ¢alismada kullanilmis tiirlerin ve hormonlarin

farkliligindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

L. angustifolia bitkisinin Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu
icin kullanilan farkli BAP, NAA ve GAsile aktif komir dozlarinin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 3-4 haftada
¢imlenen 10 gunlik bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplantlar1 farkli
oranda BAP, NAA ve GAj ile aktif komiir iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif sirgin
rejenerasyonu gozlenmemis olup, farkli oranda kallus olusum ve bazi ortamlarda

gelismeyen siirgiin uclar goriilmiistiir. Buna kars1, Tsuro vd. (1999) ve Falk vd. (2009)
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L. angustifolia nin yaprak eksplantlarindan farkli oranda BAP ve TDZ iceren MS
ortamlarda kallus ve siirgiin olusmu goérmiislerdir. Benzer sekilde Ghiorghita vd.
(2009), da L. angustifolia bitkisinde yaprak eksplant1 kullanarak farkli oranda NAA,
BAP, IAA ve kinetin + NAA iceren MS ortaminda siirgiin rejenerasyon elde
etmislerdir. Bunun sebebi, yukarida belirtilmis g¢aligmalarin ve bu tez kapsamda

kullanilmis eksplantin ve ortamlarin farkliligindan tahmin edilmektedir.

Farkli BAP, NAA ve GAs dozlart ile aktif komirin L. angustifolia bitkisinin primer
yvaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 3-4 haftada
¢imlenen 10 giinlik bitkiciklerden elde edilen primer yaprak eksplantlar1 farkli oranda
BAP, NAA ve GA; ile aktif komiir iceren MS ortaminda kiiltiire alinmustir. Sekiz hafta
sonra elde edilen sonuglara gore tiim eksplantlarda fakli oranda kallus tizerinde nekroz
ve bazi ortamlarda eksplantlar {izerinde gelismeyen siirgiin uglar goriilmistiir. Tsuro vd.
(1999), L. angustifolia nin yaprak eksplantlarindan kallus olusumu ve sirastyla 4.4x107
M BAP ve 4.0x 10" M CPPU (N-(2-chloro-4-pyridyl)-N"-phenylurea) iceren MS
ortaminda kallus {izerinde %55.3 ve %52 siirgiin olusmu goérmuslerdir. Benzer sekilde,
Falk vd. (2009) L. angustifolia bitkisinin rejenerasionu i¢in, gen¢ yaprak eksplantini,
karanlikta ve 9 uM TDZ ve ya 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Iki hafta
sonra eksplantlarda kallus olusum gozlenmis olup, 4 hafta sonra eksplantlar iizerinde
siirgiin rejenerasyon gorilmiistiir. TDZ iceren ortamda, eksplantlar lizerinde her hangi
sirgiin olusumu goézlenmemistir. Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde
yaprak eksplanti kullanarak MS ortami ve NAA, BAP, TAA ve kinetin + NAA igeren
MS ortaminda siirglin rejenerasyon yapmigslardir. Caligmalarda kullanilmis bitki

materyali ve ortam farkli oldugu icin farkli tepki verildigi diisiiniilmektedir.
Farkli oranda BAP ve NAA iceren MS ortamda L. angustifolia bitkisinin kotiledon
bogum eksplantindan mikrogogaltim

Farkli oranda BAP ve NAA iceren MS ortamda mikrogogaltim yapmak amaciyla in
vitro kosullarda 3-4 haftada ¢imlenen 10 glnluk bitkiciklerden elde edilen kotiledon

bogum eksplantlar1 kullanilmistir. Sekiz hafta sonra, alinmis verilere gore tiim
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eksplantlarda farkli oranda kallus olusumu, nekroz ve siirgiin rejenerasyon goriilmiistiir.
Ayrica, en fazla %100 siirgiin olusum oranit 2.00 mg/l BAP iceren MS ortaminda
gorilmiistiir. Caligmada, ortalama siirgiin sayis1 1.84-8.07 adet aras1 ve ortalama siirgiin
uzunlugu 0.47-1.39 cm arasinda degismistir. Benzer sekilde, Portilla vd. (1995),
yaptiklar1 denemede L. angustifolia’nin in vitro mikrogogaltimi igin koltuk alt1
meristemleri kullanilmis olup, farkli konsantrasyonda NAA, BA kombinasyonlar1 ve
Hindistan cevizi sutll iceren ve igermeyen MS ortamlarinda siirgiin rejenerasyon elde
etmislerdir. Andrade vd. (1999), ve Echeverrrigaray vd. (2005), sirasiyla L. angustifolia
bitkisinde farkli oranda BAP igeren MS ortaminda bogum ve koltuk alt1 tomurcuk

eksplantdan siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir.

Farkli oranda IBA iceren MS ortamlarimin kotiledon bogum eksplantindan elde edilen
strgunlerin koklendirilmesi

L. angustifolia bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi i¢in farkli oranda IBA igeren MS ortami, kdk olusum orani bakimindan
etki gosteriken, kok uzunlugu ve bitki boyu bakimindan her hangi etki yapmamstir.
Benzer sckilde, Panizza ve Tognoni (1991), calismalarinda ex vitro kosullarda L.
angustifolia’nim celiklerini 3.0 mgl™ IBA ile; Portilla vd. (1995), ise in vitro kosullarda
elde edilen strgiinleri 0.2- 0.4 mg I* IBA iceren 1/2 oranda MS makro, mikro
elementler bulunduran ortamda kdéklendirmislerdir. Ayrica, Machado vd. (2011), da L.
angustifolia ’'min Provence Blue, English ve Elegance Ice ¢esitlerinin kokledirilmesinde
IBA kullanmislardir. Buna karsi, Andrade vd. (1999), koklendirmek icin 0-1 mg/l IBA
ve 0.2-1 mg/l NAA % , % ve tam konsantrasyonlarda MS besin ortam ve Y%

konsantrasyonda MS ile aktif komiir igeren ortam kullanmistir.

Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu

In vitro kosullarda gelistirilmis bitkilerin bir ¢ogu seralar veya tarla kosullarinda diisiik
oranda nisbi nem (Brainerd ve Fuchigami 1981), yiiksek yogunlukta 151k ve gevre
kosullarindan kaynaklanan biotik ve abiotik faktorlerin etkisi ile strese girip, yasamini
yitirmektedirler (Misra ve Dutta 2001). Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda her bitki igin

adaptasyon sartlar1 farkli olup, onlarin seralar ve tarlaya sasirtmadan 6nce kullanilacak
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toprak tipi ve iklim kosullarina adaptasyon optimizasyonu g¢ok Onem tasimaktadir.
Bazen in vitro kosullarda gelismis bitkilerde foto-ototrofik yapismin olmadigindan
adaptasyonda zorluk gorunmektedir (Fujiwara vd. 1988). Sonugta, doku kulturi
caligmalarinda her zaman adaptasyona en biiylik sorun olarak rastlanmaktadir ve doku
kiiltirii ile g¢ogaltilmis bitkilerin yaygmlastiriilmasinda bir engel ve gi¢ olarak
gorulmektedir. Her bitkiyi alistirmak igin farkli kosullara gerekebilmektedir, ancak, tiim
aragtiricilar, in vitro kosullarda gelistirilmis bitkilerin fiziyolojik ve anatomik olarak ¢ok
narin oldugundan dis kosullara alistirma calismalarinda bitkilerin sasirtilmis topragin
uygun olmasmi ve yavas yavas alistirilmasinin adaptasyonda etkili oldugu
vurgulanmaktadir (Hazarika 2003). Doku kiiltiir g¢alismalarinda dis kosullarina
adaptasyon biiylik bir sorundur ve bazen olumsuz kosullardan dolay1 elde edilen
bitkilerin dis kosullara alistirmak ¢ok zor olmaktadir. Bu tez kapsaminda her substratta
40 bitki kullanmilmistir. Doku kiiltiirii kosullarinda gelistirilmis bitkilerin dis sartlara
aligtirilmasi i¢in daimi daldirma sisteminde, sivi MS veya 1 mg/l GAz ve 1 mg/l IBA
iceren ortamda biiyiimeleri takip edilmistir. Ayrica, killi toprak ve hayvan giibre
karisimi, kil ve torf karisimi, kum ve perlit kullanarak gelistirilmis bitkilerin dig
kosullarina alistrmaya c¢alisilmistir; ancak, torf disi, tiim substratlarm bitki
gelismelerinde ¢esitli sekilde engel oldugundan bitkiler alistirmadan 6lmiislerdir. Torf
da ise, oda sicakliginda ve poset icerisinde gelisen 40 adet bitkiden 23 bitki alistirilmis
olup tarlaya sasirtilmistir. Elde edilmis sonuclar, bitkilerin normal ve foto-ototrofik
hayat gelistirmek i¢in, uygun oldugunu gdstermektedir. Ayrica, bitkilerin benzer
kosullarda gelismesine ragmen yalniz torf igeren ortamda alistirilmasi, ¢evre kosullari
ile beraber toprak tipinin 6nemini de vurgulamaktadir. Buna karsi, Tsuro vd. (1999), L.
angustifolia 'nin yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyon ile elde edilmis
bitkileri IBA iceren Y2 MS ortamda koklendirilmis olup, adaptasyon igin sera
kosullarinda vermikiilit kullanmistir. Benzer sekilde, Falk vd. (2009), 400 adet L.
angustifolia bitkisi in vitro kosullarda gelistirilmis olup, dis sartlara adaptasyonunu
saglamak igin potting soil/saks1 topragi (organik maddeler, kum, ve perlit)
kullanmiglardir. Machado vd. (2011), ise L. angustifolia’nin Provence Blue, English ve
Elegance Ice gesitlerinden elde edilen koklenen bitkilerde, %82-%100 oranda

belirtilmemis substrat kullanarak dis sartlara adaptasyon saglamaktadir.
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L. angustifolia bitkisinde Gen Aktarim Calismalari

A. tumefaciens ’nin GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimi

In vitro kosullarda gelisen 5 haftalik L. angustifolia bitkiciklerden alinan meristematik
ucu eksplantlar1 A. tumefaciens’in GV2260 p35 GUS INT hatt1 ile 30 dk muamele
edildikten sonra 24 saat MS ortaminda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra,
eksplantlar 50 mg/l kanamisin monosulfat ile 500 mg/l Augmentin iceren MS
seleksiyon ortamina kiiltiire almmistir. Sekiz hafta sonra, elde edilen sirgunler 1.25
mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monosiilfat ve 500 mg/l Augmentin iceren MS ortaminda
koklendirilmistir. Sekiz hafta sonra transgenik adayr siirgiinlerde koklenme
goriilmiistiir. Daha sonra, koklenen transgenik aday bitkiler torf igeren saksilara
aktarilmis olup, oda sicaklifinda ve poset igerisinde gelismeleri takip edilmistir.
Adaptasyon sonucunda, 40 adet transgenik aday bitkilerden yalniz 5 adet bitki gelismis
olup, tarlaya sasirtilmistir. Yaklasik 2 ay sonra tarladaki bitki yataginda gelisen
bitkilerden yaprak ornekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucunda, zerinde mavi
renk veya bolgeler tespit edilmistir. Dronne vd. (1998), in vitro kosullarinda yapilan
denemede, bes lavandin ¢esidini kullanarak, rejenerasyon ve gen aktarimi
optimizasyonu yapmislardir. Bu denemede 4 ay sonra '37-70' ¢esidinde, her eksplanttan
ortalama 7, diger gesitlerde 0.5-3.5 siirgiin elde edilmistir. Agrobacterium vasitasiyla
gen aktarim metodunda pS-glucuronidase ve neomycin phosphotransferase Il genleri
kullanilmis olup, alt1 hafta sonra yaprak eksplantlarda, S-glucuronidase geninin varligi
dogrulanmistir. Ayrica kanamycin dayanikli ortamda 6 hafta sonra kallus olusumu
goriilmiistiir. Certitude, '41-70" ve 'B-110' ¢esidinde transformasyon frekans sirasiyla

%3 ve %89 olarak belirlenmistir.

A. tumefaciens 'nin LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile gen aktarimi

In vitro kosullarda gelisen 5 haftalik L. angustifolia bitkiciklerden alinan meristematik
ucu eksplantlar1 A. tumefaciens’in LBA 4404 pRGGbar hatti ile 30 dk muamele
edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra, eksplantlar

50 mg/l kanamisin monosilfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ile 500 mg/l Augmentin
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bakteriostatik iceren MS seleksiyon ortaminda kiiltiire alimmistir. Sekiz hafta sonra, elde
edilen surgunler 1.25 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monosulfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ve
500 mg/l Augmentin igeren MS ortaminda koklendirilmistir. Iki hafta sonra,
stirgiinlerde belirgin sekilde adventif kok olusumu gbzlenmistir. Daha sonra, kéklenen
transgenik aday bitkiler torf i¢eren saksilara aktarilmis olup, oda sicakliginda ve poset
icerisinde geligsmeleri takip edilmistir. Adaptasyon sonucunda, 40 adet transgenik aday
bitkilerden 13 adet bitki sasirtilmis olup, 5 adet bitki tarla kosullarinda halen
yasamaktadir. Yaklasik 2 ay sonra tarladaki bitki yataginda gelisen bitkilerden yaprak
ornekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucunda, lzerinde mavi renk veya bolgeler
tespit edilmistir. Lavanta bitkisinin her hangi tiirde herbisitlere dayanikli biki elde etmek
icin c¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, Li vd. (2001), ayn1 familyasina ait nane
bitkisinde genis spektrumlu herbisit glufosinate daynikli bitki elde etmek amaciyla
OCS-upstream-activating sekans (UAS) nin trimer ile bagli MAS promoter/activator
region[(OCS)3MAS] iceren nopaline synthase (NOS) veya kimerik promoter tasiyan A.
tumefaciens hatti kullanarak glufosinate-ammonium veya phosphinothricin (PPT)i
inaktive yapan fosfonitricin asetiltransferaz (PAT) geni aktarmistir. Arastiricilar toplam
142 transgenik nane (cv. Black Mitcham) bitki elde etmistir. inceleme sonucunda,
glufosinate herbisit Liberty sprey ile muamile edilmis transgenik bitkiler, transgenik
olmayan bitkilere gore daha az zarar gormiislerdir. Elde edilen bitkilerden rasgele
secilmis 35 bitkide PCR ile bar pozitif sonu¢ dogrulanmistir. Benzer sekilde Mishiba
vd. (2000), A. tumefaciens’in LBA4404 (pTOK233) hattiyla ve Nebauer vd. (2000), L.
latifolia’da A. tumefacience’nin EHA105 hatt1 ve nptll ile gus int tasiyan genleri

kullanarak basariyla transgenik bitkiler elde etmislerdir.

L. stoechas Yuzey Sterilizasyon

L. stoechas bitkisinin tohumlarindan bakteri, mantar ve benzeri organizmalarin
temizlenebilmesi igin ylizey sterilzasyon yapilmistir. Tohumlarin yiizey sterilzasyon

icin en diislik seviyede ¢amasir suyu dozu ve en az siire belirlenmistir (Bhatti, 2001).

Tohumlarmin yiizey sterilizasyon i¢in 4, 7, 10 dk siire ve % 5, 10, 15 ve 20 oranda

ticari ¢amasir suyu (Ace, Tirkiye) kullanilmigtir. Farkli muameleler (uygulama Siiresi
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x ¢amagsir suyu Orani) sonucunda en fazla %100.00 ¢imlenme 7 dk, %20 ¢amasir suyu
ve 10 dk, %5 camasir suyu muamele sonucunda elde edilmistir. Benzer sekilde, Quazi
(1980), iki tur Lavanta ( L. angustifolia ve L. latifolia) bitkisinin sterilizasyonu igin,
eksplantlar1 %70°lik etanol da 30 saniye bekletilmis; ayrica 20 dk, %0.32’lik sodiyum

hipoklorid’ile muamile yaptiktan sonra distile saf su’ile durulama yapmistir.

L. stoechas bitkisinde Doku Kiiltiirii Calismalar

L. stoechas bitkisinde Primer yaprak eksplantindan adventif surgiin rejenerasyonu igin
kullanilan farklt BAP ve NAA dozlarinin etkileri

In vitro kosullarda 1 haftada ¢imlenen, 10 ginlik bitkiciklerin primer yapragmdan
sirglin rejenerasyonu elde etmek amaciyla farkli oranda BAP ve NAA igeren MS
ortami kullanilmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore, tiim ortamlarda
primer yaprak eksplanti iizerinde adventif siirgiin rejenerasyonu goriilmemis olup,
kallus olusumu ve siirgiin primordialar1 gozlenmistir. BAP ve NAA’nin farkh
knosantrasyonlar kallus olusum ve nekroz olusumuna farkli oranda etki gostermislerdir.
Elde edilen sonuglarina gére konsantrasyon olarak 0.25 mg/l1 BAP ve 0.25 mg/l NAA
iceren MS ortamlar nekrozdan en fazla ve 0.25 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA ve Uzere
nekroz olusumundan, az etkilenmislerdir. Tez kapsaminda yapilan ¢alisma, Tsuro vd.
(1999)’nin caligmasina kallus olusum bakimindan benzerlik gdstermesine ragmen,
sirglin  olusum bakimindan benzerlik gdstermemektedir.  Arastiricilar, L.
angustifolia nin yaprak eksplantlaridan kallus olusumu ve sirasiyla 4.4x10° M BAP
ve 4.0 x 10’ M CPPU (N-(2-chloro-4-pyridyl)-N"-phenylurea) i¢eren MS ortaminda
kallus Gzerinde %55.3 ve %52 siirgiin olusmu goérmiislerdir. Benzer sekilde, Falk vd.
(2009), calismasinda, L. angustifolia bitkisinin rejenerasionu i¢in kullanilan geng
yaprak eksplant1 Gizerinde, karanlikta ve 9 uM TDZ ve ya 2,4-D igeren MS ortaminda
iki hafta sonra kallus olusum gozlenmis olup, siirgiin rejenerasyon goriilmiistiir. TDZ
iceren ortamda ise arastiricilar, eksplantlar iizerinde her hangi siirgiin olusumu
gormemislerdir. Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde yaprak eksplantini
kullanarak MS ortami1 ve NAA, BAP, TAA ve kinetin + NAA iceren MS ortaminda
slirgiin rejenerasyon yapmuslardir. Tez kapsamindaki g¢aligmalarda ve daha once
yukarida belirtilmis sonuglar arasindaki farkhiligi, kullanilmis materyalin ve

ortamlardan kaynaklandig1 tahmin edilmektedir.
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Hipokotil eksplantindan farklit BAP ve NAA dozlart ile adventif siirgiin rejenerasyonu

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
¢imlenen 10 ginlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen hipokotil eksplantlar1 farkli
oranda BAP ve NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglara
gore kallus iizerinde farkli oranda nekroz olusum goriilmiis olup; siirgiin u¢ olusmasina
ragmen her hangi geliseme gozlenmemistir. Buna karsi, Calvo ve Segura (1988),
caligmalarinda, in vitro kosullarda yetistirilmis L. latifolia ve L. stoechas tirlerine ait
bitkiciklerin hipokotil eksplantindan farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda IAA,
NAA ya da 2,4-D ile BAP yada Kinetin igeren ortamlarda kallus ve siirgiin olusumu

gbzlenmistir.

Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin kullanilan farkl
BAP ve NAA dozlarimin etkileri

Adventif slrgin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 gunluk L. stoechas bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplanti
farkli oranda BAP ve NAA iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Tiim eksplantlar
iizerinde farkli oranda kallus ve siirglin uglar1 gériinmiis olup, kallus ve nekroz olusumu
nedeni her hangi adventif siirgiin gozlenmemistir. Buna karsi, Tsuro vd. (1999) ve Falk
vd. (2009) L. angustifolia 'min yaprak eksplantlarmdan farkli oranda BAP ve TDZ i¢eren
MS ortamlarda kallus olusumu ve daha sonra {izerinde siirgiin olusumu gormiislerdir.
Benzer sekilde Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde yaprak eksplanti
kullanarak farkli oranda NAA, BAP, IAA ve kinetin + NAA iceren MS ortaminda

slirgiin rejenerasyon elde etmistir.

Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP,
NAA ve GAszdozlarinin etkileri

Adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek amaci ile in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 giinluk L. stoechas bitkiciklerden elde edilen primer yaprak eksplanti
farkli oranda BAP, NAA ve GAj iceren MS ortaminda kiiltiire almmuistir. Sonuglara
gore yalniz 0.25 mg/l BAP ve 1 mg/l GAj iceren MS otaminda eksplanlar {izerinde

95



adventif siirgiin rejenerasyonu gézlenmistir. Diger ortamlarda siirgiin ugu olusmasina
ragmen ortamda bulunan BAP-NAA konsantrasyonlarin olumsuz etkilerinden dolay1
gelismeler goriilmemistir. Bu calismadaki sonuglari, Tsuro vd. (1999), ¢alismasina
kismen Dbenzerlik gostermektedir. Arastiricilar, L. angustifoliann  yaprak
eksplantlarindan kallus olusumu ve sirasiyla 4.4x10° M BAP ve 4.0 x 10”7 M CPPU
(N-(2-chloro-4-pyridyl)-N"-phenylurea) iceren MS ortaminda kallus tizerinde %55.3 ve
%352 siirgiin olusmu gormiislerdir. Benzer sekilde, Falk vd. (2009) L. angustifolia
bitkisinin rejenerasionu igin, geng yaprak eksplantini, karanlikta ve 9 uM TDZ ve ya
2,4-D iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. 1ki hafta sonra eksplantlarda kallus
olusum gozlenmis olup, 4 hafta sonra eksplantlar ilizerinde siirglin rejenerasyon
goriilmiistiir. TDZ iceren ortamda, eksplantlar {izerinde her hangi siirgiin olusumu
gozlenmemistir. Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde yaprak eksplantini
kullanarak MS ortami1 ve NAA, BAP, IAA ve kinetin + NAA i¢eren MS ortaminda

slirglin rejenerasyon yapmiglardir.

Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu icin kullanilan farkl
BAP, NAA ve GAz dozlarmin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 glnlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplantlari
farkli oranda BAP, NAA ve GAj igceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta
sonra elde edilen sonuglara gore her hangi eksplantta adventif strgln rejenerasyonu
gbzlenmemis olup, eksplantlarda kararma (nekroz) goriilmiistiir. Ayrica, eksplantlar
iizerindeki siirgiin uclar1 olumsuz sekilde etkilenmeye baslamistir. Buna karsi, Tsuro
vd. (1999) ve Falk vd. (2009) L. angustifolia nin yaprak eksplantlarindan farkli oranda
BAP ve TDZ iceren MS ortamlarda kallus olusumu daha sonra iizerinde siirgin
olusumu gormiislerdir. Benzer sekilde Ghiorghita vd. (2009), L. angustifolia bitkisinde
yaprak eksplant1 kullanarak farkli oranda NAA, BAP, TAA ve kinetin + NAA iceren

MS ortaminda siirgiin rejenerasyon elde etmistir.
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Hipokotil eksplantindan adventif sirgln rejenerasyonu icin kullanilan farklt BAP, NAA
ve GAs dozlarinin etkileri

Adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek amact ile in vitro kosullarda 1 haftada
¢imlenen 10 gunliik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen hipokotil eksplanti farkli
oranda BAP, NAA ve GA; iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen
sonuglara gore her hangi eksplantta adventif siirgiin rejenerasyonu gézlenmemis olup,
eksplantlarda kararma (nekroz) goriilmiistiir. Buna karsi, Calvo ve Segura (1988), in
vitro kosullarda yetistirilmis L. latifolia ve L. stoechas turlerine ait bitkiciklerin
hipokotil eksplantindan farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda IAA, NAA ya da
2,4-D ile BAP ya da Kinetin igeren ortamlarda kallus ve siirgiin olusumunu teyit

etmislerdir.

Kotiledon yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu icin kullanilan farkl
BAP, NAA ve GAsile aktif komir dozlarinin etkileri

Adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro kosullarda 1 haftada
cimlenen 10 gunluk L. stoechas bitkiciklerden elde edilen kotiledon yaprak eksplanti
farkl1 oranda BAP, NAA ve GAj; ile 4 g/l aktif komiir igeren MS ortaminda kiiltiire
almmistir. Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore tiim eksplantlarda kararma
goriilmiis olup, gelisen siirglin uglar1 ciddi sekilde zarar gérmiislerdir. Buna kars1, Tsuro
vd. (1999) ve Falk vd. (2009) L. angustifolia 'min yaprak eksplantlarindan farkli oranda
BAP ve TDZ iceren MS ortamlarda kallus ve siirgiin olusmu gormiislerdir. Benzer
sekilde Ghiorghita vd. (2009), da L. angustifolia bitkisinde yaprak ecksplanti
kullanarak farkli oranda NAA, BAP, IAA ve kinetin + NAA igeren MS ortaminda
stirgilin rejenerasyon elde etmislerdir. Bunun nedeni, yukarida belirtilmis ¢aligmalarin ve
bu tez kapsamda kullanilmis eksplantin ve ortamlarin farkliligindan tahmin

edilmektedir.

Primer yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin kullanilan farkli BAP,
NAA ve GAsile aktif komir dozlarinin etkileri

Adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek amaci ile in vitro kosullarda 1 haftada

¢imlenen 10 gunlik L. stoechas bitkiciklerden elde edilen primer yaprak eksplanti farkli
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oranda BAP, NAA ve GAj; ile aktif komiir iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglara gore tim eksplantlarda ne adventif strgin
rejenerasyonu ne de kallus olusumu gozlenmemistir. Ancak, eksplant doku hiicrelerin
cogaltim1 sonucunda eksplantlarda 6nemsiz derecede kivirma goriilmiistiir. Buna karsi,
Tsuro vd. (1999), L. angustifolia’'min yaprak eksplantlarindan kallus olusumu ve
srrastyla 4.4x10° M BAP ve 4.0x107M CPPU (N-(2-chloro-4-pyridyl)-N’-
phenylurea) igeren MS ortaminda kallus {izerinde %55.3 ve %52 siirgiin olusmu
gormislerdir. Benzer sekilde, Falk vd. (2009) de yaptiklar1 calismada, L. angustifolia
bitkisinin rejenerasionu igin, geng yaprak eksplantin1 kullanarak, karanlikta ve 9 uM
TDZ ve ya 2,4-D iceren MS ortammda kallus olusum ve siirgiin rejenerasyon
gOrmiislerdir. Ghiorghita vd. (2009), ise L. angustifolia bitkisinde yaprak eksplantini
kullanarak MS ortami ve NAA, BAP, TAA ve kinetin + NAA iceren MS ortaminda
slirglin rejenerasyon yapmiglardir.

Kotiledon bogum eksplantindan mikrocogaltim icin kullanilan farkli BAP ve NAA
dozlarmmn etkileri

In vitro kosullarda 1 haftada steril edilmis tohumlardan ¢imlenen 10 giinliik L. stoechas
bitkiciklerden elde edilen kotiledon bogum eksplant1 farkli oranda BAP ve NAA igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmis eksplantlar iizerinde ilk dnce kallus olusum ve 8-12 guin
sonra siirgiin u¢lar1 baglamistir. Daha sonra, gelisen kalluslarda kahvelesme ile nekroz
goriilmesine ragmen siirglin olusumu da goriilmiistiir. En fazla %93.34 siirgiin olusum
orani ise, 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda goriilmiis olup, en fazla 5.60 siirgiin
0.25 mg/l BAP iceren MS ortaminda gozlenmistir. Ortalama siirgiin uzunlugu ise 0.34-
1.60 cm arasi degismistir. Nobre (1996), yaptigi calismada, Akdeniz yoresinde bulunan
karabas otu (L. stoechas)’nin in vitro klonal ¢ogaltimi igin, dis ortamda yetismis
bitkilerden alinan koltuk alt1 meristem eksplantini kullanmistir. Sonug olarak, 4-5 hafta
sonra surgun rejenerasyonu 217.2 uM adenine hemisulfat (AdS) ve 0.05 uM NAA
iceren Margara N30K tuzlar1 ile olusan ortaminda elde edilmistir. Portilla vd. (1995),
yaptiklart denemede L. angustifolia’nin in vitro mikrogogaltimi i¢in koltuk alt1
meristemleri kullanilmig olup, farkli konsantrasyonda NAA, BA kombinasyonlar1 ve
Hindistan cevizi siitli iceren ve igermeyen MS ortamlarinda silirglin rejenerasyon elde
etmiglerdir. Benzer sekilde, Dias vd. (2002), L. viridis bitkisinin koltuk alt1 meristem
eksplantlarm 0.44 M BAP iceren MS ortaminda mikrogogaltim yapilmistir. Eksplant
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basina en fazla 11.69 adet siirgiin 0.67 uM BAP igeren % konsantrasyonlu MS

ortaminda gozlenmistir.

Meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. Koltuk alti meristemi ve epikotil koltuk alti
meristemi eksplantindan 0.25 mg/l BAP i¢eren MS ortamda mikrogogaltim

Mikrogogaltim amaciyla L. stoechas bitkiciklerden 1 haftada steril edilmis tohumlardan
¢imlenen 40 gunliuk bitkilerden meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. koltuk alt1
meristemi ve epikotil koltukalti meristem eksplant1 0.25 mg/l BAP iceren MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Eksplantlar tizerinde 7-10 giin sonra siirgiin u¢lar1 ve daha
sonra slirgiin olusum baslamistir. Her bes eksplant arasinda kiyaslama sonucunda en
fazla siirglin olusumu ve eksplant basina siirgiin sayis1 epikotil koltuk alt1 meristemi
eksplantindan elde edilmistir. Nobre (1996), yaptigi ¢alismada, Akdeniz yoresinde
bulunan karabas otu (L. stoechas)’nin in vitro klonal ¢ogaltimi igin dig ortamda
yetigsmis bitkilerden alinan koltuk alt1 meristem eksplantin1 kullanmistir. Sonug olarak,
4-5 hafta sonra surgin rejenerasyonu 217.2 uM adenine hemisilfat (AdS) ve 0.05 uM
NAA igeren Margara N30K tuzlar1 ile olusan ortaminda elde edilmistir. Andrade vd.
(1999) ve Echeverrrigaray vd. (2005), swrasiyla L. angustifolia bitkisinin bogum ve
koltuk alt1 tomurcuk eksplantdan farkli oranda BAP iceren MS ortaminda siirgiin

rejenerasyonu elde etmislerdir.

Kotiledon bogum eksplantindan elde edilen siirgiinlerin kéklendirmek igin kullanilan
farkly dozlarda IBA 'nin etkisi

L. stoechas kotiledon bogum explantindan elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi
amact’ile eksplantlar farkli oranda IBA igeren MS ortaminda kiiltiire alimmustir.
Eksplantlar (izerinde 6-8 giin sonra kok uglar1 ve daha sonra kok olusum baslamistir.
Kok olusum orani, kék uzunlugu ve siirgiin boyu bakimindan ortamlar arasinda
istatistiksel olarak ne kadar olmasada rakamsal olarak farklilik goriilmiistiir. Nobre
(1996), yaptigi ¢calismada, Akdeniz yoresinde bulunan karabas otu (L. stoechas)’nin in
vitro klonal ¢ogaltimi i¢in dis ortamda yetismis bitkilerden alinan koltuk alti meristem
eksplantmi kullanmig olup, siirgiin rejenerasyonundan elde edilen bitkileri 5.4 uM NAA
iceren ortamda koklendirmistir. Benzer sekilde, Panizza ve Tognoni (1991),

calismalarinda ex vitro kosullarda L. angustifolia’nin celiklerini 3.0 mgl™ IBA ile;
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Portilla vd. (1995), ise in vitro kosullarda elde edilen sirgiinleri 0.2-0.4 mgl™ IBA

iceren % oranda MS makro, mikro elementler bulunduran ortamda koklendirmislerdir.

Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu

In vitro kosullarda gelistirilmis bitkilerin bir ¢ogun seralar veya tarla kosullarinda
diisiik oranda nisbi nem (Brainerd ve Fuchigami 1981), yliksek yogunlukta 151k ve
cevre kosullarindan kaynaklanan biyotik ve abiyotik faktorlerin etkisi ile strese girip,
yasamii yirtmaktadirlar (Misra ve Dutta 2001). Bitki doku kiiltiirii calismalarinda her
bitki i¢in adaptasyon sartlar farkli olup, onlarin seralar ve tarlaya sasirtmadan once
kullanilacak toprak tipi ve iklim kosullarina adaptasyon ve optimizasyon ¢ok 6nem
tagimaktadir. Bazen in vitro kosullarda gelismis bitkilerde foto ototrofik yapisinin
olmadigindan adaptasyonda zorluk goriinmektedir (Fujiwara vd. 1988). Sonugta, doku
kiiltlirii caligmalarinda her zaman adaptasyona en biiylik sorun olarak rastlanmaktadir
ve doku kiiltiirii ile cogaltilmis bitkilerin yayginlastirmada bir engel ve gii¢ olarak
degerlendirilmektedir. Her bitkiyi ahistirmak i¢in farkli kosullar gerekebilmektedir,
ancak, tiim arastiricilar, in vitro kosullarda gelistirilmis bitkilerin fizyolojik ve
anatomik olarak ¢ok narin oldugundan dis kosullara alistrma galigmalarda bitkilerin
sasirtilmis topragm uygun olmasini ve yavas yavas alistirilmasinin adaptasyonunda etki
oldugunu vurgulamaktadirlar (Hazarika 2003). Doku kiiltiir c¢aligmalarinda dis
kosullarina adaptasyon biiyiik bir sorundur ve bazen olumsuz kosullardan dolay1 elde
edilen bitkilerin dis kosullara adaptasyon saglamak c¢ok zor olmaktadir. Bu tez
kapsaminda her substratta 40 bitki kullanilmistir. Elde edilen bitkilerin dis sartlara
ahstirilmas i¢in daimi daldirma sisteminde, doku kiiltiirii kosullarinda gelistirilmis
bitkiler, sivi MS veya 1 mg/l GAsz ve 1 mg/l IBA igeren ortamda blyumeleri takip
edilmistir. Ayrica, killi toprak ve hayvan giibre karisimi, kum, perlit ve kil ile torf
karigim1 kullanarak gelistirilmis bitkilerin dis kosullarina alistirmaya c¢alisilmistir;
ancak, torf dis1, tiim substratlarin bitki gelismelerinde ¢esitli sekilde engel oldugundan
bitkiler alistirmadan 6lmislerdir. Torf da ise, oda sicakliginda ve poset igerisinde
gelisen 40 adet bitkiden 15 bitki alistirilmis olup tarlaya sasirtilmistir. Elde edilmis
sonuglar, bitkilerin normal ve foto ototrofik hayat gelistirmek i¢cin uygun oldugunu

gostermektedir. Ayrica, bitkilerin benzer kosullarda gelismesine ragman yalniz torf
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iceren ortamda alistirilmasinda cevre kosullarla beraber toprak tipinin onemini de
vurgulamaktadir. Nobre (1996), yaptig1 calismada, Akdeniz yoresinde bulunan karabasg
otu (L. stoechas)’nin in vitro klonal ¢ogaltimi i¢in dis ortamda yetismis bitkilerden
alinan koltuk alt1 meristem eksplantindan elde edilmis siirgilinleri, 5.4 uM NAA iceren
ortamda koklendirmis olup, %100 adaptasyon saglamistir. Tsuro vd. (1999), L.
angustifolia nin yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyon ile elde edilmis
bitkileri IBA igeren 2 MS ortamda koklendirilmis olup, adaptasyon igin sera
kosullarinda vermikiilit kullanmustir. Falk vd. (2009), 400 adet L. angustifolia bitkisinin
in vitro kosullarda gelistirilmis olup, dis sartlara adaptasyonunu saglamak igin potting

soil/saksi1 topragi (organik maddeler, kum, ve perlit) kullanmiglardir.

L. stoechas Bitkisinde Gen Aktarim Calismalar
A. tumefaciens GV2260 p35 GUS INT bakteri hatti ile gen aktarimi

In vitro kosullarda 1 haftada ¢imlenen 10 giinlik L. stoechas bitkiciklerden alinan
kotiledon bogum eksplantlar1 A. tumefaciens’in GV2260 p35 GUS INT hatt1 ile 30 dk
muamele edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra,
eksplantlar 0.25 mg/l BAP 50 mg/l kanamisin monosilfat ile 500 mg/l Augmentin
iceren MS seleksiyon ortamma kiiltiire alinmistir. Sekiz hafta sonra, elde edilen
stirgunler 1.00 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monostlfat ve 500 mg/l Augmentin iceren
MS ortaminda koklendirilmistir. Sekiz hafta sonra transgenik adayi stirglinlerde
kdklenme gorulmistiir. Daha sonra, koklenen transgenik aday bitkiler torf igeren
saksilara aktarilmis olup, oda sicakliginda ve poset icerisinde gelismeleri takip
edilmistir. Adaptasyon sonucunda, 40 adet transgenik aday bitkilerden yalniz 5 adet
bitki gelismis olup, tarlaya sasirtilmistir. Yaklasik 2 ay sonra tarladaki bitki yataginda
gelisen bitkilerden yaprak ornekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucunda, tzerinde
mavi renk tespit edilmistir. Dronne vd. (1998), in vitro kosullarinda yapilan denemede,
bes lavandin c¢esidini kullanarak, rejenerasyon ve gen aktarimi optimizasyonu
yapmiglardir. Bu denemede 4 ay sonra '37-70' ¢esidinde, eksplant basma 7 ve diger
cesitlerde ise 0.5-3.5 siirgiin elde edilmistir. Agrobacterium vasitasiyla gen aktariminda
S-glucuronidase ve neomycin phosphotransferase Il genleri kullanilmis olup, alt1 hafta

sonra yaprak eksplantlarda, p-glucuronidase geninin oldugu tespit etmislerdir. Ayrica,
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kanamisine dayanikli ortamda 6 hafta sonra kallus olusumu goriilmiistiir. Certitude, '41-
70" ve 'B-110' ¢esidinde transformasyon frekans sirasiyla %3 ve %89 olarak kayid

edilmistir.
A. tumefaciens LBA 4404 pRGGbar bakteri hatti ile gen aktarimi

In vitro kosullarda 1 haftada ¢imlenen 10 giinliilk L. stoechas bitkiciklerden alinan
kotiledon bogum eksplantlar1 A. tumefaciens’in LBA 4404 pRGGbar hatt1 ile 30 dk
muamele edildikten sonra 24 saat MS ortamda kokiiltivasyon yapilmistir. Daha sonra,
eksplantlar 0.25 mg/l BAP, 50 mg/l kanamisin monostulfat, 2.5 mg/l fosfinotrisin ile 500
mg/l bakteriostatik Augmentin iceren MS seleksiyon ortamina kiiltiire alimmistir. Sekiz
hafta sonra, elde edilen surglnler 1.00 mg/l IBA, 50 mg/l kanamisin monosulfat, 2.5
mg/] fosfinotrisin ve 500 mg/l Augmentin iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Tki
hafta sonra, siirgiinlerde belirgin sekilde adventif kok olusumu gézlenmistir. Daha sonra
koklenen transgenik aday1 bitkiler, saksilara aktarilmis olup, gelismeler takip edilmistir.
Steril edilmis torfta, oda sicakliginda aktarilan transgenik aday bitkiler, fiziksel olarak
zayif oldugundan dolay1 gelisememis olup, 2 ay sonra &lmiislerdir. Ayrica, bitkiler
O0lmeden yaprak Ornekleri alinarak yapilan GUS analizi sonucunda mavi renk tespit
edilmistir. Lavanta bitkisinin her hangi tiirde herbisitlere dayanikli biki elde etmek i¢in
calisgma bulunmamaktadir. Ancak, Li vd. (2001), ayn1 familyasine ait nane bitkisinde
genis spektrumlu herbisit glufosinate daynikli bitki elde etmek amaciyla OCS-upstream-
activating sekans (UAS)’nin trimer ile bagli MAS promoter/activator region
[(OCS)3MAS] iceren nopaline synthase (NOS) veya kimerik promoter tasiyan A.
tumefaciens hatt1 kullanarak glufosinate-ammonium veya phosphinothricin (PPT)i
inaktive yapan fosfonitricin asetiltransferaz (PAT) geni aktarmistir. Arastiricilar toplam
142 transgenik nane (cv. Black Mitcham) bitki elde etmistir. Inceleme sonucunda,
glufosinate herbisit Liberty sprey edilmis transgenik bitkiler, transgenik olmayan
bitkilere gore daha az zarar gormiislerdir. Transgenik aday bitkilerden rasgele se¢ilmis
35 bitkide PCR ile bar pozitif sonu¢ dogrulanmistir. Benzer sekilde Mishiba vd. (2000),
A. tumefaciens'nnin LBA4404 (pTOK233) hattiyla ve Nebauer vd. (2000), L.
latifolia’da A. tumefacience’nin EHA105 hatt1 ve nptll ile gus int tasiyan genleri
kullanarak basariyla transgenik bitkiler elde etmis olup, 24 bitkide GUS, PCR ve

southern hibridizasyon testi ile gen aktarimi dogrulanmustir.
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Sonuglar ve Oneriler

1. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda sterilizasyon, ¢imlenmeyi dogrudan etkilemekte olup,
onemli rol oynamaktadir. Bu ¢aligmalarda L. angustifolia igin 4 dk, %5 ¢amasir suyu ve

L. stoechas i¢in 7 dk, %20 ¢camasir suyu ile sterilizasyon uygun gorilmiistiir.

2. Hem L. angustifolia hem de L. stoechas denemelerinde stirglin rejenerasyonu igin
kullanilan hipokotil, primer yaprak ve kotilodon yaprak eksplantlarinda adventif surgin
rejenerasyonu gozlenmemis olup, kallus olusumu ve siirgiin primordialar1 goriilmiistiir.
Bir sonraki ¢aligsmalarda, siirgiin ticlarinin siigline dontistiiriilmemesine ve kalluslardaki

nekroz olusumuna ait sebeplerin aragtirmasi vurgulanmaktadir.

3. Denemelerde L. angustifolia bitkisinin mikrogogaltimi i¢in kotiledon bogum ve
meristematik ucu eksplanti1 kullanirken, L. stoechas bitkisi i¢in kotiledon bogum,
meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. koltuk alt1 meristem ve epikotil koltuk alt1
meristem eksplantlar kullanilmis olup, yiiksek oranda siirgiin rejenerasyon saglanmustir.
Her iki tiir de, siirgiin rejenerasyonu ve deneme siiresi bakimimdan en iyi eksplant
kotiledon bogum oldugu belirlenmistir. Ayrica, transgenik bitki elde etmek icin
kullanilan A. tumefaciens hatlariyla gen aktarim caligmalarinda L. angustifolia icin

meristematik ucu ve L. stoechas i¢in kotiledon bogum kullanilmstir.

4. Elde edilen aday transgenik ve transgenik olmayan L. angustifolia surginleri 1.25
mg/l IBA iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Ayrica, elde edilen aday transgenik ve
transgenik olmayan L. stoechas surgunlerinin kdklendirilmesi ise 1.00 mg/l IBA iceren

MS ortaminda goriilmiistiir.

5. Bitki doku kiiltiirli ¢aligmalarinda her bitki i¢in adaptasyon sartlar1 farkli olup, onlarin
sera ve tarlaya sasirtmadan Once kullanilacak toprak tipi ve iklim kosullarma
adaptasyon optimizasyonu ¢ok onem tasimaktadir. Ayrica, doku kiiltiir caligmalarinda
dis kosullarina adaptasyon biiylik bir sorundur ve bazen olumsuz kosullardan dolay1
elde edilen bitkilerin dig kosullara adaptasyon saglamsi ¢ok zor olmaktadir. Tez

kapsaminda, in vitro kosullarinda gelistirilmis bitkiler, Mayis ve Eyliil aylar1 arasi

103



tarlaya sasirtilmistir. Sasirtma sonucunda bitki adaptasyonu i¢in asagidaki Oneriler

onemle tavsiye edilmektedir.

a) Bitkileri MS ortamindan ¢ikarttiktan sonra, koklerin su ile iyice yikanmasi ve en az
30 dk temiz kova i¢inde suda dalmis sekilde bekletilmesi.

b) Bitki koklerinin hassas oldugundan dolayi, su tutma kapasitesi az olan bir substrat,
Ozellikle torfun kullanilmasi. Ayrica, substratin, drenaj igin delikler bulunduran
saksilara doldurulmasi.

c) Bitkilerin hem sakst hem de tarlaya sasirtilmadan Once bitki yataginin tarla
kapasitesinde olmasi.

d) Saksiya sasirtilmis bitkilerde gelisme goriilinceye kadar sadece yapraklar
el puskdrtiict ile sulanmasi ve saksilarin safaf poset ile kapatilmasi.

e) Bitkilerin saksilara sasirtmasindan 7 giin sonra posetlerde delikler agilmasi ve 7 giin
daha gelismeleri takip ederek, 14’iincii glin posetin temamen ¢ikartilmasi.

f) 2-3 giinde bir saksilarin sulanmasi yanisira, bitki yapraklarmin el plskirtiict ile
sulandirilmasa.

g) Yaklasik bir ay daha bitki gelisimini takip ederek, besin madde ve mineraller
bakimindan toprak analizi yapilmis tarlaya aktarilmasi ve tarladaki rutin islerin
yapilmasi.

h) Ayrica, bitkilerin tarlaya sasirtma zamaninin nisan-mayis aylari arasinda olmast.

Transgenik bitkiler i¢inde yukardaki sorunlar yasanmakta olup, bitkiler daha hassas

oldugu i¢in daha fazla bakima ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak tez ¢alismasinda Tiirkiye ve diinya i¢in ekonomik Onemi olan L.
angustifolia ve L. stoechas’in in vitro siirgiin ve kok olusumu, ayrica gen aktarimi
calismalar1 ve daha sonra elde edilen bitkilerin ex vitro adaptasyoun agisindan, dnemli
bulgular elde edilmis olup, bitkilerin ¢ogaltilmasina yonelik protokol optimize
edilmistir. Bu protokoldan yola ¢ikarak diger Lamiaceae familyasina ait tibbi ve
aromatik bitkilerde yapilacak doku kiitiirii ve gen aktarimi ¢aligmalarinda kullanilmasi

ile olumlu sonuglara varilacag: inanilmaktadir. Ayrica, bu ¢alismada kullanilan her iki
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tiirlin doku kiiltiirii ve gen aktarimu ile ilgili ¢aligmalariin, diinyada nadir olmasindan,

Tiirkiye ve diinya literatiiriine 6nemli katki saglayacag diistiniilmektedir.
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