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OZET

ERCIS LAHANASINDA (Brassica oleraceae var. capitata) in vitro SURGUN VE
KOK REJENERASYONU

ERTAS, Ferit
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danigmani : Yrd. Dog. Dr. Burcu TUNCER
Aralik 2015, 39 sayfa

Arastirmada, Van ve yoresine 0zgii yerel bir populasyon olan Ercis bas
lahanasinda (B. oleraceae var. capitata) 2 eksplant tipi (kotiledon ve hipokotil) ve 9
farkli hormon kombinasyonu igeren Murashige-Skoog (MS) ortaminin siirgiin
rejenerasyonu {izerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, tohumlar MS ortaminda
¢imlendirilmis ve 7 giinliik in vitro fidelerden kotiledon ve hipokotil eksplantlar
kesilerek MS ortaminda BAP (0.5 mg/l, 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l) ve© NAA’ nin (0, 0.05
mg/l ve 0.1 mg/1) 9 farkli kombinasyonunda kiiltlire alinmistir.

En yiiksek siirgiin rejenerasyonu hipokotil eksplantlarinda %100 oranla MS7 (2
mg/l BAP) ortamindan, %91.6 oranla MS6 (1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), MS4 (1 mg/I
BAP) ve MS3 (0.5 mg/l BAP+ 0.1 mg/l NAA) ortamlarindan, %83.3 oranla MS1 (0.5
mg/l BAP), MS2 (0.5 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA) ve MS5 (1 mg/l BAP + 0.05 mg/I
NAA) ortamlarindan elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 agisindan ise
sirastyla MS4 (5.2 adet/eksplant), MS3 (4.42 adet/eksplant), MS6 ve MS7 (4.33
adet/eksplant) ortamlari daha basarili olmustur. Kotiledon eksplantlarindan ise en
yiiksek siirgiin rejenerasyonu %91.6 oranla MS1 (0.5 mg/l BAP) ve MS9 (2 mg/l BAP
+ 0.1 mg/l NAA), %83.3 oranla MS4 (1 mg/l BAP) ortamlarindan saglanmustir.
Hipokotil eksplantlarinin  kotiledon eksplantlarina gére daha basarili  oldugu
belirlenmistir. Ayrica hipokotil eksplantlarinda tiim ortam kombinasyonlarinda indirekt
yolla rejenerayon saglanirken, kallus olusum orani da kotiledon ekplantlarina gére daha
yiiksek bulunmugtur. Kok rejenerasyonu yoniinden ise kontrol ve 0.5 mg/l IBA

dozundan %100 koklenme saglanmustir.

Anahtar kelimeler: Rejenerasyon, in vitro, Lahana, Hipokotil, Kotiledon.






ABSTRACT

IN VITRO SHOOT AND ROOT REGENERATION IN ERCIS CABBAGE
(Brassica oleraceae var. capitata)

ERTAS, Ferit
M. Sc., Department of Horticulture
Supervisor : Asst. Prof. Dr.Burcu TUNCER
December 2015, 39 pages

In this study, the effects of 2 explant types (cotyledon and hypocotyl) and 9
different hormone combination Murashige-Skoog (MS) medium on the shoot
regeneration in Ercis population of head cabbage have been evaluated. For this reason,
the seeds were germinated in Murashige-Skoog (MS) medium and the cotyledon and
hypocotyl segments of the 7 day old seedlings were cultured on MS medium containing
different 9 combinations of BAP (0.5 mg/l, 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l) and NAA (0, 0.05
mg/l ve 0.1 mg/l).

The highest shoot regeneration in hypocotyl explants were obtained with 100%
ratio from MS7 (2 mg/l BAP) medium, 91.6% ratio from MS6 (1 mg/l BAP + 0.1 mg/I
NAA), MS4 (1 mg/l BAP) and MS3 (0.5 mg/l BAP+ 0.1 mg/l NAA) medium, 83.3%
ratio from MS1 (0.5 mg/l BAP), MS2 (0.5 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA) and MS5 (1
mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA). In terms of the number of shoots per explant,
respectively, MS4 (5.2 shoot/explant), MS3 (4.42 shoot/explant), MS6 and MS7 (4.33
shoot/explant) medium were more successful. The highest shoot regeneration in
cotyledon explants were achieved with 91.6% ratio MS1 (0.5 mg/l BAP) and MS9 (2
mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), 83.3% ratio from MS4 (1 mg/l BAP) medium. Hypocotyl
explants were determined to be more successful than the cotyledon explants.

According to the results obtained from research, indirect shoot regeneration was
obtained from all medium combination at hypocotyl explants. Callus formation rate was
significantly higher than the cotyledon explants. The best results on root regeneration

were obtained from control ve 0.5 mg/l IBA dose.

Key words: Regeneration, in vitro, Cabbage, Hypocotyls, Cotyledon.






ON SOZ

Yiriittiigim g¢alismam boyunca destegini benden esirgemeyen, calismalarimi
izleyip bana yon veren, tezin tasarlanma, laboratuar c¢alismalar1 ve yazim asamalari
olmak iizere her asamasinda yanimda olan, bilgi, 6neri ve goriislerini benimle paylasan
degerli danismanim Yrd. Dog. Dr. Burcu TUNCER ’e tesekkiirii bir borg bilirim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama
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AgNO; Glimiis nitrat
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CPPU N-(2-chloro-4-pyridyl)-N’-phenylurea
CaCl,2H,0 Kalsiyum Kloriir dihidrat
CoCl,.6H,0O Kobalt kloriir heptahidart
CuS0O,4.5H,0 Bakair siilfat pentahidrat
da Dekar

FeSO,4.7H,0 Demir sulfat hekzahidrat
g Gram

g/l Gram/litre

ha Hektar

H;BO3; Borik asit

kg Kilogram

K Potasyum

Kl Potasyum iyodiir
KH,PO, Potasyum fosfat

KNO3 Potasyum nitrat

mg Miligram

mg/I Miligram/litre
MgSO,.7H,O Magnezyum siilfat hekzahidrat
MnSO,4.4H,0 Mangan siilfat tetrahidrat

NHsNO; Amonyum nitrat
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1. GIRIS

Lahana grubu sebzeler Curiceferae (Brassicacea) familyasina ait olup,
ekonomik Oneme sahip olan oldukc¢a genis bir familyadir. Bu familya igerisinde
yaklasik 350 cins ve 3000 tiir bulunmaktadir (Salk ve ark., 2008). Brassica oleracea
cinsi i¢inde yer alan 6nemli sebze tiirleri bas lahana (B. oleraceae var. capitata), yaprak
lahana (B. oleracea var. acephala), brokoli (B. oleraceae var. italica), karnabahar
(B.oleracea var. botrytis), briiksel lahanasi (B. oleracea var. gemmifera), alabas
(B.oleracea var. gongylodes), salgam (B. rapa L.), turp (Raphanus satius L) ve tere
(Lepidium sativum L.)’ dir (Giinay, 2005).

Ulkemizde 804.000 ha alan iizerinde yaklasik 28.7 milyon ton sebze iiretimi
yapilmaktadir. (Anonim, 2014). Ulkemizde Brassica grubu sebzelerin toplam iiretimi
935.230 t olup, bu iretimin 492.610 t’ u beyaz bas lahanaya aittir (Anonim, 2014). Bu
istatistiklerden de anlasilacagi gibi lahana grubu sebzelerden 6zellikle beyaz bas lahana
yaprag1 yenen sebzeler i¢cinde dnemli bir iiretim payina sahiptir.

Lahana grubu sebzeler uzun yillardan beri insan beslenmesinde kullanilmaktadir.
Bu durum lahana grubu sebzelerin besin degerlerinin zenginliginden kaynaklanmaktadir
(Glinay, 2005). Son yillarda saglik degerlerinin de ©on plana ¢ikmasi nedeniyle
tilkemizde ve diinyada tliketimi giderek yayginlagsmaktadir. Besin degerleri tiirlere gore
degismekle birlikte her 100 g’ inda 2.0-4.6 g karbonhidrat, 0.2-0.6 g yag, 1.0-4.6 g
protein igerdigi, ayrica mineral maddeler (6zellikle K: 300-400 mg) ve karotenoidler
(44.0-41.700 pg) yoniinden de zengin oldugu bilinmekte, bol miktarda B, C ve E
vitamini igermektedirler (Stewart ve McDougall, 2012).

Ulkemizde lahanalarin  bir ¢ok degerlendirme sekli olup, ¢ig olarak
tiiketilebildigi gibi, salatasi, kapuskasi, etli-zeytinyagli sarmasi ve tursusu yapilmaktadir
(Vural ve ark., 2000). Giiniimiizde lahana grubu sebzeler biitiin y1l boyunca tiiketilen ve
pazarda satis1 yapilan sebzeler arasindadir.

Ulkemiz lahana iiretimi yoniinden zengin oldugu kadar gen kaynaklar1 yoniinden
de zengindir (Balkaya ve ark., 2005). Yasar ve ark. (1995), yoresel bir populasyon olan
Ercis lahanasinda g¢esit gelistirme amaciyla seleksiyon ¢alismalar1 yapmuislardir.
Ulkemizde her bolgede farkli tipte lahana yetistiriciligi yapilmaktadir. Ornegin
Karadeniz Bolgesinde yaprak lahana, Dogu Anadolu’da beyaz bas lahana, Bati ve



Giliney Bolgelerimizde kirmizi bas lahana yetistiriciligi yapilmaktadir. Bir¢ok arastirici
lahananin anavatani olarak Avrupa’nin kuzey sahil bolgeleri, Ingiltere, irlanda, Akdeniz
cevresi, Fransa, Ispanya, Italya, Asya’nin dogusu ile Cin ve Anadolu oldugunu
belirtmektedir (Giinay, 2005). Rus arastirict Zhukowsky lahananin anavataninin
Anadolu’nun Van yoresi oldugunu bildirmektedir (Bayraktar, 1970). Lahanalar ¢ok
eskilere dayanan bir ge¢mise sahiptir. Eski eserlerden anlasildigina gore, lahana MO.
2000-2500 yillarindan beri bilinmekte ve gerek besin olarak gerekse tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Yine tarihi eserlerden lahananin Anadolu’da MO. 200-300 yillarinda
kullanildig1 ve bahge lahanasi, yabani lahana ve Hozi (iran lahanasi) adlar1 altinda farkli
tiplerin yetistiriciliginin yapildig1 anlagilmaktadir (Arin ve ark., 2008).

Ercis lahanasi Dogu Anadolu Bolgesi’nde Van ve cevresinde yetistirilmekte
olan yerel bir bas lahana populasyonudur. Gevsek ve iri bas (ortalama 1.012 kg) ve ince
yaprak Ozellikleri nedeniyle daha ¢ok sarmalik ve tursuluk i¢in uygundur. Van’a 6zgii
yerel bir populasyon olan Ercis lahanasi yore halkinin 6nemli gelir kaynaklar
arasindadir. Ercis ilgesinde yaklagik 3.200 da alanda 12.240 t lahana iretimi
yapilmaktadir. ilgede yetistirilen lahanalar gerek Van ili iginde gerekse gevre illerde
(Mus, Siirt, Agr1 ve Bitlis) satilmaktadir.

Gilinimiizde Brassica tiirlerinde 1slah ¢aligmalarinda klasik 1slah yontemlerine
ilaveten biyoteknolojik yontemler ve genetik transformasyon ¢alismalar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu yaklagimlarin basarili olabilmesi etkili ve uygun in vitro
rejenerasyon sisteminin kullanilmasi ve gelistirilmesine baglidir. Lahanalarda in vitro
siirglin rejenerasyon tizerine basarili pek ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (Munshi ve
ark., 2007; Pavlovic ve ark., 2010; Mollika ve ark., 2011).

Bitkilere gen aktariminda Agrobacterium bakterisi araciligiyla gen transferi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde genellikle yabanci geni tasiyan bakteriyle
bulastirilmis eksplantlardan adventif siirglin olusturulmaya calisilmaktadir. Transgenik
hiicrelerin in vitro kosullarda uygun besi ortamlarinda rejenere olarak bitkicikler
meydana getirmesi en O6nemli asamalardan biridir (Yarimoglu, 2004). Ancak uygun
rejenerasyon sisteminin gelistirilebilmesi i¢in, her tlir hatta her genotip i¢in ortam
kosullarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yapilmas: gerekmektedir.

Brassica tiirlerinde bitki rejenerasyonu ve genetik transformasyon

caligmalarinda in vitro gelismis bitkiciklerden alinan kotiledon (Hazrat ve ark., 2007),



hipokotil (Cardoza ve Neal Stewart, 2004; Hazrat ve ark., 2007), epidermis ve alt
epidermisden alinan ince hiicre katmanlar1 (Klimaszewska ve Keller, 1985), kokler (Xu
ve ark., 1982), cigek saplar1 (Christey ve Earle, 1991) ve protoplastlar (Hu ve ark.,
1999) kullanilmaktadir. Bununla birlikte Brassica’larda rejenerasyon calismalarinda
kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin daha yaygin olarak kullanildigi bildirilmektedir
(Cardoza ve Stewart, 2004; Hazrat ve ark., 2007).

Bu diislinceden hareketle yapilacak olan bu ¢alismada, Van ydresine 6zgii olan
Ercis lahanasinda farkli eksplant tipi (kotiledon ve hipokotil) ve ortam bilesimlerinin in
vitro siirgiin ve kok rejenerasyonu {iizerine etkisinin arastirilmast amaglanmistir.
Rejenerasyon sisteminin optimize edilmesi halinde ileride yapilmasi planlanan genetik
transformasyon ve biyoteknolojik calismalar i¢in temel olusturulacaktir. Bu calisma
Van yoresine 6zgii olan Ercis lahanasinda doku kiiltiirii alaninda yapilacak olan ilk

calisma olmasi agisindan da 6nem tagimaktadir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

In vitro doku kiiltiirii teknikleri B. oleracea’ nin bir¢ok tiiriinde hizli ve stirekli
bir iiretim teknigi olanagr sunmaktadir. Ancak etkili siirgiin rejenerasyonunda basta
genotip olmak Tlizere, eksplant tipi ve yasi, besin ortaminin bilesimi 6nemli rol
oynamaktadir. Cogu Brassica tiiriinde geng eksplantlarin yasli ekspantlarina gére daha
olumlu sonug verdigi belirtilmektedir (Rani ve ark., 2013).

Besin ortamina katilan BAP ve TDZ gibi hormonlar siirglin rejenerasyonunda
artis saglarken, rejenere olan siirglinlerin koklendirilmesinde ortama katilan oksinlerden
(NAA, IBA ve IAA) yararlamlmaktadir (Cheng ve ark., 2001). In vitro siirgiin
rejenerasyonu farkli Brassica tiirlerinde 6rnegin; kolza (Chamandoosti ve Azad, 2012),
bas lahana (Munshi ve ark., 2007), hardal (Patil ve ark., 2006; Molika ve ark., 2011),
brokoli (Huang ve ark., 2011), karnabahar, kirmizi bas lahana, kivircik lahana (Pavlovic
ve ark., 2010), Cin lahanas1 (Memon ve ark., 2009) ve siis lahanasinda (Dai ve ark.,
2009) basariyla uygulanmaktadir. Yapilan kaynak taramalarinda, Brassica tiirlerinde in
vitro rejenerasyon ¢alismalarinda daha ¢ok kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin
kullanildig1 belirlenmistir (Cardoza ve Stewart, 2004; Hazrat ve ark., 2007).

Munshi ve ark. (2007), bas lahanada (B. oleracea var. capitata) direkt
rejenerasyonda 7 giinliikk in vitro gelismis fidelerden alinan kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinda en yiiksek siirglin rejenerasyonunun 1/2 MS + 0.5 mg/l BA igeren
ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica 1/2 MS + 0.5 mg/l IBA
iceren koklendirme ortaminda 10-12 giin i¢inde %98 oraninda koklenmede basari
saglandigini belirtmislerdir.

Pavlovic ve ark. (2010), farkli Brassica tiirlerinde (kirmizi bas lahana, Savoy
lahanasi, karnabahar) yapmis olduklar1 caligmada, tiim tiirlerde siirgiin rejenerasyonu
acisindan en iyl sonucun 7 giinliik fidelerden alinan hipokotil eksplantlarindan elde
edildigini, besin ortami olarak ise MS + BA (1.0 mg/l) + IBA (0.1 ve 0.2 mg/l)
kombinasyonunun  daha  basarili  oldugunu  belirtmislerdir. Siirgilinlerin
koklendirilmesinde ise %?2-4 sakkaroz igeren, hormon bulundurmayan MS ortaminda
basaril1 sonuglar almislardir.

Khan ve ark. (2010), B.rapa (2 genotip), B. napus (2 genotip)’da en yiiksek
kallus olusumunun (%91.43) MS + 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l AgNO3’ten



elde edildigini, siirgiin rejenerasyonunda ise MS + 2.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 2
mg/l AgNOj3 ortaminin daha basarili oldugunu saptamislardir.

4 farkli mustard (Brassica) ¢esidinde yapilan ¢alismada, 6-7 yash kotiledon
eksplantlarindan tim genotiplerde MS + 1.5 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l NAA + 2 mg/l
AgNO3 ortaminda kallus olusumunun en yiiksek oldugu, maksimum siirgiin
rejenerasyonunun ise genotiplere gore degismekle birlikte MS + 3.5 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA + 2 mg/l AgNO3; ortamindan elde edildigi belirtilmektedir (Basak ve ark.,
2012).

Siis lahanasinda (Brassica oleracea var. acephala) yapilan baska bir ¢alismada,
maksimum siirgiin rejenerasyonu MS + 3 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA ortamindan elde
edilirken, kotiledon eksplantlarindan %65, hipokotil eksplantlarindan %76.1 oraninda
siirglin rejenerasyonu saglanmistir. Arastirmada ayrica besin ortamina katilan
AgNO;’lin (3 mg/l) siirgiin olusumu agisindan olumlu sonug verdigi saptanmustir (Dai
ve ark., 2009).

Hazrat ve ark. (2007), 3 farkli Brassica napus L. ¢esidinde en yiiksek kallus
olusumunun MS + 2,4-D (0.5 mg/l) + BAP (0.5 mg/l) + AgNOs3 (0.5 mg/l) ortamindan,
en yliksek siirgiin rejenerasyonunun (% 67-82) ise MS+ NAA (0.1 mg/l) + BAP (2
mg/l) + AgNO3 (5 mg/l) ortamindan elde edildigini, en yiiksek koklenme kapasitesinin
ise 1/2 MS + IBA (0.3 mg/l) ortamindan saglandigini bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2011), brokoli (Brassica oleracea var. italica) iizerinde
yiriittiikleri bir dizi ¢aligma neticesinde maksimum siirgiin rejenerasyonunun MS +
0.107 uM NAA + 17.76 uM BAP + %2 sakkaroz ve %0.8 agar ortamindan elde
edildigini belirtmiglerdir.

Ravanfar ve ark. (2009), brokolide (Brassica oleracea subsp. italica cv. Green
Marvel), hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlarint kullanarak yirittiikleri ¢alismada,
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek siirgiin olusumunun %96.7 oran ile MS + 3 mg/I
BAP ortamindan elde edildigini, bu ortamda eksplant bagina siirgiin sayisinin 6.03 adet
oldugunu bildirmislerdir. Siirgiin ucu eksplantlarinin kullanildigi denemede ise, %100
siirglin rejenerasyon orani ile en basarili ortam MS + 5 mg/l BAP ortami bulunmus,
eksplant basina 3.76 adet siirgiin elde edilmistir. Koklenme ortami olarak MS + 0.2 mg/1
IBA ortaminda %100 kok rejenerasyonu saglandigini ve siirgiin basina 6.5 adet kok elde



edildigi, en fazla kok uzunlugunun (2.46 cm) ise hormonsuz MS ortamindan
saglandigini bildirmislerdir.

Ghnaya ve ark. (2008), Brassica napus L.’da hipokotil eksplantlari1 {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda NAA ( 0.1 - 0.4 mg/ 1), BAP (1 — 4
mg/1) ve seker (20 — 40 g/l) igeren MS ortaminda en iyi sonucun 3 mg/l BAP, 0.3 mg/I
NAA ve 30 g seker iceren ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Cin lahanasi
lizerinde yiirtitiilen baska bir calismada ise, maksimum siirgiin rejenerasyonunu 5 mg/1
BA ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir (Zhang ve ark., 1998).

Hachey ve ark. (1990), in vitro siirgiin rejenerasyonu ¢alismalarinda Brassica
campestris’de 4 giinlik kotiledon ve hipokotil eksplantlarini kullanmiglardir. BA ve
NAA kombinasyonlarinda 2 haftadan sonra %70 oraninda siirgiin elde edilmistir. En
yiiksek siirglin rejenerasyon orant MS + BA (2 mg/l) + NAA (1 mg/l) ortamindan
saglanmustir.

Kumar ve Srivastava (2015), brokolide (Brassica oleracea L.var italica) etkili
siirglin rejenerasyon protokoliinii belirlemek amaciyla yiiriittiikleri ¢alismada hipokotil,
kotiledon, yaprak ve yaprak sapi olmak tizere 4 farkli eksplant tipini kullanmiglardir.
Hipokotil ve kotiledon eksplantlarin1 10-12 giinlikk in vitroda gelismis bitkilerden,
yaprak ve yaprak sapi eksplantlarini ise 18-20 giinliik serada gelismis olan bitkilerden
almiglardir. Aragtirma sonucunda, yaprak sapi eksplantlarinin siirgiin rejenerasyonu
acisindan daha basarili oldugunu, en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun hipokotil
eksplantlarinda %83.3 rejenerasyon orani ile MS + 3.5 mg/l BAP + 0.019 mg/l NAA,
kotiledon eksplantlarinda %90.1 oran ile MS + 2.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, yaprak
eksplantlarinda (%62.9) 4 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, yaprak saplarinda ise (%91.1) ile
MS + 4.5 mg/l BAP + 0.019 mg/l NAA ortamindan elde edildigini bildirmislerdir.
Arastiricilar ayrica 0.1 mg/l NAA katilmis MS ortaminda %100 oraninda koklenme
saglandigini saptamislardir.

Gerszberg ve ark. (2015), 8 farkli bas lahana (Brassica oleracea var.capitata)
cesidinde, 10 gilinliik hipokotil ve kotiledon eksplantlardan in vitro siirgiin
rejenerasyonu elde edilmesine yonelik baslattiklar: bir dizi ¢aligma neticesinde hipokotil
eksplantlarinin kallus uyartimi ve organogenesis agisindan daha basarili oldugunu, 5
cesitte MS + 8.88 uM BAP + 0.53 uM NAA ortamindan etkili siirgiin rejenerasyonunun

gozlemlendigini ifade etmislerdir. Buna ilaveten 10-15 giinde biitiin ¢esitlerde



koklenmenin saglandigini, MS + 5.37 uM NAA ortaminda saglikli ve giiclii koklerin
sayisinda artis oldugunu bildirmislerdir.

Peng-fang ve ark. (2003), yaprak lahanada (Brassica oleracea var.capitata)
kallus ve adeventif tomurcuk olusturmak amaciyla in vitro kosullarda farkli eksplantlari
(¢icek tomurcugu, cigek sap1 ve filament) kullanmiglardir. Arastirma sonucunda uyartim
i¢cin en 1yi ortamin MS + BA (4mg/l) +NAA (0.1 mg/l), cogaltim igin ise en iyi ortamin
MS + BA (2 mg/l) + NAA (0.02 mg/l) ortamlarindan elde edildigini saptamislardir.
Ayrica 12MS + 4 mg/l NAA ortamindan % 98 oraninda koklenmede bagari
sagladiklarini ifade etmislerdir.

Alam ve ark. (2013), kanolada (Brassica napus L.) hipokotil ve kotiledon
eksplanlarindan in vitro kosullarda kallus olusumunun elde edilmesine yoOnelik
yurittiikleri ¢alismada, optimum kallus olusumunun 0.5 mg/l 2,4-D ilaveli MS
ortamindan elde edildigini, buna karsin en iyi siirgiin ortaminin MS + 3 mg/l BAP + 0.1
mg/l NAA + 5 mg/l AgNO3 oldugunu, maksimum siirgiin sayisinin ise 0.5 mg/l kinetin
katilmis ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica kallus uyartimi igin
0.5 mg/l AgNO3; katilmis ortamin, siirgiin rejenarasyonu agisindan ise 5 mg/l AgNO3
katilmis ortamin olumlu etki yaptigini, koklenme ortami olarak ise 2.5 mg/l NAA veya
1 mg/l IBA katilmis ortamlardan basarili sonuclar alindigini tespit etmislerdir.

Sharma ve ark. (2014), bas lahanada (Brassica oleracea L. var.capitata)
rejenerasyon protokolii gelistirmek amaciyla yaptiklari ¢calismada, MS ortaminda 36
farkli hormon konsantrasyonu denemislerdir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu kotiledon
eksplantlarinda MS + 1.5 mg/l BAP + 0.50 mg/l NAA ve MS + 2 mg/l BAP + 0.25 mg/1
IAA ortamindan elde edildigini, koklenme ortami olarak da MS + 0.1 mg/l IBA
ortamindan %90 rejenerasyon saglandigini bildirmislerdir.

Yawen ve ark. (1998), Brassica alboglabra’nin 3 ¢esidinde hipokotil
eksplantlar1 kullanarak yiiriittiikleri ¢alismada, en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %84.6
oranla ‘Early Flowering’ ¢esidinde MS + 2mg/l BA ortamindan, %86.7 oranla “ Middle
Flowering” ¢esidinde 0.3 mg/l NAA + 2 mg/l BA ortamindan ve %93.3 oranla “ Late
Flowering” ¢esidinde 0.5 mg/l NAA + 2 mg/l BA ortamindan elde edilmistir. Ayrica
arastiricilar Siirgiin rejenerasyonu agisindan optimum sakkaroz konsantrasyonunun %1

oldugunu, besin ortamma 4 mg/l AgNOs; ve 5mg/l MES ilavesinin siirglin olusum



oranini arttirdigini bildirmislerdir. Optimum koklenme i¢in ise 1/2 MS + 1 mg/l NAA
ortamindan daha basarili sonuglar alindigin1 ifade etmislerdir.

Bano ve ark. (2010), Brassica juncea’nin 3 farkli genotipinde 3 farkli eksplant
tipinde (kotiledon, hipokotil ve kok) yiiriittiikleri ¢alismada, her 3 genotipde de
kotiledon eksplantlarindan daha fazla sayida siirgiin elde edildigini, 2 genotipte ise MS
+ 2 mg/l BAP + 0.2 mg/l NAA, 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, 2 mg/l kinetin + 0.2 mg/I
IAA, 3 mg/l kinetin + 0.5 mg/l IAA kombinasyonlarinin siirgiin olusumu agisindan
olumlu sonu¢ verdigini belirlemislerdir. Arastiricilar ayrica, hipokotil ve kok
eksplantlarinda kallus olusumunun daha yiiksek oldugunu saptamislardir.

Thakur ve ark. (2013), Brassica juncea (var. NRCDR-2)’ da direkt
organogenesis lizerine yaptiklari ¢alismada 5 giinliik in vitro fidelerden alinan kotiledon
eksplantlarini MS ortaminda farkli konsantrasyonlarda sitokinin (BAP, Kinetin) ve
oksin (IAA, NAA) iceren ortamlarda kiiltiire almislardir. Arastirma sonucunda eksplant
basina en yiiksek siirgiin sayisinin ortalama 6.73 adet ile MS + BAP (Img/l) + NAA
(0.1 mg/l) + AgNO3 (10 mg/l) ortamindan elde edildigini, 0.3 mg/l IAA igeren MS
ortammna alinan siirgiinlerden ise 10-12 giin iginde %100 koklenme sagladiklarini
bildirmislerdir. 10 kiglik kolza (B. napus) ¢esidinde yapilan baska bir ¢caligmada, siirgiin
rejenerasyon oraninin eksplant tipine gore biiylik dlgiide degisim gosterdigi, govde
segmentlerinin eksplant olarak kullanildig1 denemelerde rejenerasyon oraninin % 25.78
- % 85.1 arasinda degisim gosterdigi ve govde eksplantlarinin hipokotil eksplantlarina
gore daha basarili oldugu belirtilmektedir (Burbulis ve ark., 2009)

Burbilis ve ark. (2010), 11 ticari yazlik kolza ¢esidinde yaptiklari ¢alismada,
hipokotil eksplantlarinda siirglin rejenerasyon oraninin %0- 26, gévde segmentlerinde
ise %38.7-100 arasinda degisim gosterdigini bildirmislerdir.

B. oleraceae var. capitata’da farkli konsantrasyon ve kombinasyonlardaki
Thidiazuron’un (TDZ) siirgiin rejenerasyonu lizerine etkisini arastirildigr bir ¢alismada,
eksplant olarak 20-25 giinliik serada yetistirilmis olan bitkilerden alinan yaprak ve
yaprak sap1 kullanilmistir. En yiiksek siirgiin eldesi yaprak eksplantlarinda %91.1 oranla
MS + TDZ (0.22 mg/l) + NAA (0.02 mg/l) ortamindan, yaprak sap1 eksplantlarinda ise
%88.8 oranla MS + TDZ (0.33 mg/l) + NAA (0.02 mg/l) ortamindan elde edilmistir
(Gambhir ve Srivastava, 2015).



Daud ve ark (2015), Brassica oleraceae var. capitata’da yaptiklari ¢alismada, in
vitro 7 giinliik fidelerden aliman goévde, kok, yaprak ve yaprak sapi eksplantlarini
kullanmislardir. MS + BAP (1 mg/l) + NAA (0.5 mg/l) ortaminda kiiltiire alinan govde
ve kok eksplantlarinda elde edilen kalluslardan daha hizli bitkicik elde edildigini
saptamiglardir. Bas lahananin (B. oleracea var. capitata L.) 2 genotipinde yapilan baska
bir ¢alismada, 5 giinliik in vitro’ da gelisen fidelerden alinan hipokotil eksplantlarinda
en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun 9.1 puM zeatin ve 2.8 uM TAA katilmis MS
ortamindan elde edildigi bildirilmektedir (Cristea ve ark., 2010).

B. carinata’da yiiriitiilen bir ¢calismada, en yiiksek kallus olusumunun hipokotil
(%80.7) ve kotiledon (%95) eksplantlarinda 0.5 mg/l 2,4-D katilmis ortamdan elde
edildigi, en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun ise %90 oran ile 2 mg/l BAP katilmig MS
ortamindan elde edildigi bildirilmektedir. Kok rejenerasyonu yoniinden ise 0.3 mg/l
IBA ortami daha basarili bulunurken, maksimum kok uzunlugu ise hi¢ hormon
katilmamig ortamdan elde edilmistir (Abrha ve ark., 2013).

Khan ve ark. (2002), B. napus cv. Oscar gesidinde, 10-14 giinliik in vitro
bitkilerden alinan hipokotil eksplantlarini kullanmiglardir. Arastirma sonucunda, %96
oranla en yiiksek kallus olusumunun 2 mg/l 2,4-D katilmis Gamborg (B5) ortamindan
elde edildigini, maksimum siirgiin rejenerasyonunun ise B5 + 2 mg/l BAP + 0.5 mg/I
IAA ortamindan saglandigini saptamiglardir.

B. napus’da etkili rejenerasyon sistemini belirlemek amaciyla yiiriitiilen bir
calismada, 7, 14 ve 21 giinliikk hipokotil eksplantlarmi farkli konsantrasyonlarda BA
(1.5, 3.0 ve 4.5 mg/l) ve Thidiazuron (TDZ) igeren Gamborg (B5) ortaminda kiiltiire
alimmustir. Arastirma sonucunda maksimum siirgiin rejenerasyonunun 21 giinliik
eksplantlarin kullanildigr 4.5 mg/l BA ve 0.3 mg/l TDZ iceren Gamborg ortamindan
elde edildigi, elde edilen siirgiinlerin ise MS + 2 mg/l IBA igeren ortamda basariyla
koklendigi belirtilmektedir (Jonoubi ve ark., 2004).

Guo ve ark. (2005), B. juncea var. tsatsai’ de yaptiklar1 ¢alismada, en yiiksek
slirglin  rejenerasyonunun kotiledon eksplantlarinda %61.3-67.9 oranla, Yyaprak
eksplantlarinda ise %40.7-52.4 oranla MS + 2.27 uM veya 4.54 yM TDZ + 5.37 uM
NAA igeren ortamdan elde edildigini, her iki eksplant tipinde de siirgiin rejenerasyonu
acisindan TDZ’ nin diger sitokinin gruplarma (BA, Kinetin, CPPU) gore daha basarili

oldugunu belirlemislerdir.
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Alabagta (Brassica oleracea var. gongylodes) yiiriitiilen bir ¢alismada, siirgiin
rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tipleri (hipokotil ve bozulmamis fide) ile farkli
sitokonin ve konsantrasyonlarinin etkisi denenmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu
her iki gesitte de hi¢ kesim yapilmamis dogrudan in vitro ¢imlendirilmis fideciklerden
elde edilirken, VP ¢esidinde MS + 5 mg/l BA (%60) ile MS + 2 mg/l TDZ (%50)
ortamlari, VW ¢esidinde ise MS + 5 mg/l BA (%50), MS + 2 mg/l TDZ (%47.5) ile MS

+ 1 mg/l transzeatin katilmis ortamlar daha basarili bulunmustur (Cosic ve ark., 2015).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma, 2014-2015 yillar1 arasinda Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait Doku Kiiltiirii Laboratuvari’ nda yiriitilmiistir.
Calismada Van ve g¢evresinde yetistirilmekte olan Van’in Ercis il¢esinden temin edilen

‘Ercis lahana populasyonu’ na ait tohumlar kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlar, musluk suyu altinda birka¢ kez yikanarak, tohum disindaki cansiz
maddelerden arindirilmistir. Daha sonra laminar flow kabin iginde %70’lik etil alkolde
30 sn kadar tutulduktan sonra bidistile su ile birka¢c kez yikanarak etil alkoliin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu asamadan gegirilen tohumlar son olarak birka¢c damla
Tween-20 damlatilmis % 20’luk ticari sodyum hipokolorit ¢ozeltisi iginde 15 dakika
bekletildikten sonra 3 kez bidistile suyla 6’sar dakika ¢alkalanarak yikanmaistir.

3.2.2. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Eksplant Hazirhg:

Sterilizasyonu yapilmig olan tohumlar 6 cm’lik petri kutular1 igerisinde
(ortalama 6-7 tohum/petri) hormon igermeyen MS (Murashige ve Skoog, 1962)
ortaminda (30 g/l sakkaroz, 7 g/l agar, PH: 5.8) cimlendirilmistir (Sekil 3.1).
Tohumlarin ¢imlendirilme islemi 25°C’de 16 saat aydinlik; 8 saat karanlik kosullardaki
iklim odasinda yapilmistir (Pavlovic ve ark., 2010). Cimlenen 7 giinlik fidelerden
kotiledon ve hipokotil eksplantlari kesilerek alinmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. In vitro kosullarda ¢imlenmis olan 7 giinliik lahana fideleri.



13

3.2.3. Eksplantlarin Rejenerasyon Ortamina Dikilmesi ve in vitro Siirgiin
Rejenerasyonu

7 ginliik in vitro fidelerden alinan kotiledon ve hipokotil eksplantlart MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda (30 g sakkaroz/l, 7 g/l agar, PH:5.8) farkli
konsantrasyonlarda BAP (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l) ve NAA (0, 0.05, 0.1 mg/l) igeren besin
ortamlarina dikilmistir (Sekil 3.3). Her bir uygulama i¢in her kavanoza 4 eksplant
dikilmis ve deneme 3 tekerriirlii olarak yiirtitiilmiistiir. (Sekil 3.4). Dikilen eksplantlar
25 °C 16 saat giin uzunlugundaki iklim odasinda kiiltiire alinmistir (Sekil 3.5). 4 hafta
sonra kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan elde edilen eksplant bagina siirgilin sayist

ve %/’si ile ortalama siirgiin uzunlugu hesaplanmistir.

Sekil 3.3. 7 giinliik fidelerden kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin kesimi ve

besin ortamina dikimi.
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Sekil 3.4. Kavanozlarda MS ortamina dikilmis olan kotiledon ve hipokotil
eksplantlari.

Sekil 3.5. Iklim odasindaki denemeden genel goriiniim.

Siirglin rejenerasyon ortami olan MS besi ortaminin igerigi Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS besin ortaminin igerigi (Murashige, T., Skoog,

F., 1962)

Kimyasallar Miktar (mg/l)
KNO; 1900
NHsNO3 1650
MgS0O4.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
KH,;PO4 170
MnS0O,4.4H,0 22.3
Kl 0.83
H3BO3 6.2
ZnS0,4.7H,0 8.6
CuS04.5H,0 0.025
Na;Mo00,.2H,0 0.25
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Thiamin-HCI 0.1
Myo-inositol 100
Glisin 2.0

Sakkaroz 30 000
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3.2.4. In vitro Kok Rejenerasyonu

Yaklasik 3 cm uzunluguna ulasan siirgiinler koklendirilmek amaciyla 4 farklh
konsantrasyonda IBA (0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/1) igeren 1/2 MS ortaminda, her bir uygulama
igin 6 tekerriir ve her tekerriirde 4 eksplant olacak sekilde kiiltiire alinmistir (Munshi ve
ark., 2007). Yaklasik 1 ay sonra kiiltiirlerde siirgiin basina elde edilen kok sayisi ve %’

si ile ortalama kdk uzunlugu hesaplanmustir.

3.2.5 Yapilan Ol¢iim ve Degerlendirmeler

- Eksplant basma siirgiin sayis1 ve yiizdesi: Siirgiin gelistirme ortamina alinan
eksplantlarda dikimden 1 ay sonra eksplant basina siigiin sayisi (adet) ve %’si
belirlenmistir.

- Ortalama siirgiin uzunlugu (cm): Her uygulama i¢in toplam 5 siirgiinde, siirgiin
uzunlugu cetvel yardimui ile dlgiilerek elde edilen verilerin ortalamasi alinmistir.

- Siirgiin basina kok sayis1 ve yiizdesi: Kok gelistirme ortamina alinan siirgiinlerde
dikimden 1 ay sonra siirgiin basina kok sayisi (adet) ve %’si belirlenmistir.

- Ortalama kok uzunlugu (cm): Her uygulama i¢in toplam 5 siirglinde kok uzunlugu

cetvel yardimi ile dlgiilerek, elde edilen verilerin ortalamasi alinmastir.

3.2.6. istatistiki Analiz

Calismada ele alinan 6zellikler bakimindan tanimlayici istatistikler; ortalama
olarak ifade edilmistir. Bu 6zellikler bakimindan yapilacak karsilastirmalarda, Varyans
analizi yapilmistir. Hesaplamalarda istatistik onemlilik diizeyi %35 olarak alinmis ve

hesaplamalar i¢in SPSS (ver:13) istatistik paket programi kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1. In vitro Siirgiin Rejenerasyonu Deneme Bulgular

7 glinlik in vitro’da gelisen bitkilerden kotiledon ve hipokotil pargalari
kesilerek, MS ortaminda farkli oranlarda BAP ve NAA igeren 9 farkli besin ortami
kombinasyonunda kiiltiire alinmistir.

Besin ortamina dikildikten 7-9 giin sonra eksplantlarda meydana gelen sisme ve
biiylimeler gelisme olarak belirlenmis (Sekil 4.1) ve gelisme gdsteren eksplant sayilari
kaydedilmistir (Cizelge 4.1). Gelisme ve biiyiime gosteren eksplantlarin tamamindan

slirglin rejenerasyonu saglanmaistir.

Sekil 4.1. Rejenerasyon ortamina dikilen (a) kotiledon ve (b) hipokotil
eksplantlarinda dikimden 7 giin sonra meydana gelen sismeler.

Farkli besin ortami1 kombinasyonlarmin eksplant gelisimi ve siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkisi Cizelge 4.1° de verilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde,
ortam bilesimi ve eksplant tipine gore gelisme gosteren eksplant sayisi ve siirgiin

rejenerasyon orani (%) yoniinden dnemli farkliliklar oldugu goriilmektedir.



18

Cizelge 4.1. Besin ortamlarina katilan farkli konsantrasyonlardaki BAP ve NAA’ ’nin
eksplant gelisimi ve slirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Ortam Biiyiimeyi Eksplant Dikilen Gelisme  Rejenere Siirgiin
diizenleyiciler tipi eksplant  gosteren olan Rejenerasyon
(mg/1) sayis1 eksplant  eksplant orani
BAP NAA (adet) sayisi sayisi (%)
(adet)
MS1 0.5 0 Kotiledon 12 11 11 91.6
Hipokaotil 12 10 10 83.3
MS2 0.5 0.05 Kotiledon 12 6 6 50.0
Hipokaotil 12 10 10 83.3
MS3 0.5 0.1 Kotiledon 12 7 7 58.3
Hipokaotil 12 11 11 91.6
MS4 1.0 0 Kotiledon 12 10 10 83.3
Hipokaotil 12 11 11 91.6
MS5 1.0 0.05 Kotiledon 12 9 9 75.0
Hipokaotil 12 10 10 83.3
MS6 1.0 0.1 Kotiledon 12 5 5 41.6
Hipokotil 12 11 11 91.6
MS7 2.0 0 Kotiledon 12 5 5 41.6
Hipokaotil 12 12 12 100
MS8 2.0 0.05 Kotiledon 12 8 8 66.0
Hipokaotil 9 9 9 75.0
MS9 2.0 0.1 Kotiledon 12 11 11 91.6
Hipokotil 12 7 7 58.3

Yine Cizelge 4.1’den anlasilacagi iizere, eksplant gelisimi ve siirgiin
rejenerasyonu agisindan MS1 (0.5 mg/l BAP) ve MS9 (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA)
ortamlart hari¢ hipokotil eksplantlariin kotiledon eksplantlarina gore daha bagarili
oldugu goriilmektedir.

Hipokotil eksplantlarinda MS7 ortaminda (2 mg/l BAP) eksplantlarin tamami
gelisme gosterirken (%100), bunu %91.6 rejenerasyon orant ile MS6 (1 mg/l BAP + 0.1
mg/l NAA), MS4 (1 mg/l BAP) ve MS3 (0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA) ortamlari, 10
eksplant gelisme % 83.3 rejenerasyon oran ile MS1 (0.5 mg/l BAP), MS2 (0.5 mg/l
BAP + 0.05 mg/l NAA) ve MS5 ortamlari (1 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA) izlemistir.
%58.3 rejenerasyon orani ile MS9 (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA) en basarisiz ortam
olmustur.

Kotiledon eksplantlar1 kullanildiginda ise %91.6 rejenerasyon orani ile MS1 (0.5
mg/l BAP) ve MS9 (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA) ortamlar1 daha basarili bulunurken,
bunu sirasiyla MS4 (%83.3), MS5 (%75) ve MS8 (%66) ortamlari izlemistir. %41.6
rejenerasyon orani ile MS6 ve MS7 ortamlar siirgiin rejenerasyounu agisindan daha

basarisiz bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Doku kiiltiirii  ¢aligmalarinda rejenerasyon direkt veya indirekt yolla
gerceklesmektedir. Yaptigimiz denemelerde, her iki eksplant tipinde de ortamlara
dikilen eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu direkt veya indirekt rejenerasyon olarak
gerceklesmistir.  Ancak  hipokotil  eksplantlar1  kullanildiginda  tiim  ortam
kombinasyonlarinda ara bir kallus dokusu olustuktan sonra bu kallus {izerinden indirekt
yolla siirgiin rejenerasyonu gerceklesmistir (Sekil 4.2). Kotiledon eksplantlarinda ise
bazi ortamlarda indirekt yolla rejenerasyon saglanirken, 3 ortamda (MS1, MS4 ve MSb5)
hi¢ kallus olusmamis ve direkt silirglin rejenerasyonu saglanmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.2).

Yine Cizelge 4.2 incelendiginde, hipokotil eksplantlarindan elde edilen kallus
olusum oranlarinin (%) kotiledon eksplantlarina gére daha yiiksek oldugu ve hipokotil
eksplantlarinin  kallus olusturmaya daha meyilli oldugu goriilmektedir. Hipokotil
eksplantlarinda kallus olusum oran1 % 41.6 — 100, kotiledon eksplantlarinda ise % 0 —
33.3 arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.2). Her iki eksplant tipinde de elde edilen
kalluslarin yar1 kompakt yapili, krem veya beyaz renkli oldugu belirlenmistir (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. Hipokotil eksplantlarindan kallus {izerinden indirekt siirgiin
olusumlari; (a) MS3 ortami (0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), (b)
MS6 ortami (1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), (¢c) MS8 ortam1 (2

mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA).
Hipokotil eksplantlarinda en yiiksek kallus olusumu (%100) MS3 (0.5 mg/l BAP
+ 0.1 mg/l NAA) ve MS4 (1 mg/l BAP) ortamlarindan elde edilirken, bunu %91.6
oranla MS2 (0.5 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA) ve MS5 (1 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA)
ortamlar1 izlemistir. Kotiledon eksplantlarinda ise en yiiksek kallus olusumu 9%33.3
oranla MS8 (2 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA) ve MS9 (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA)
ortamlarindan elde edilmis, MS1 (0.5 mg/l BAP), MS4 (1 mg/l BAP) ve MS5 (1 mg/l
BAP + 0.05 mg/l NAA) ortamlarinda ise hi¢ kallus olusumu gozlemlenmemistir

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. MS besi ortamina katilan farkli konsantrasyondaki BAP ve NAA’ ’nin
kallus olusumu (%) tizerine etkisi

Biiyiimeyi Kallus olusum orani (%)
Ortam diizenleyiciler (mg/l)

BAP NAA Hipokaotil Kotiledon
MS1 05 0 66.6 0.0
MS2 0.5 0.05 91.6 16.6
MS3 0.5 0.1 100.0 16.6
MS4 1.0 0 100.0 0.0
MS5 1.0 0.05 91.6 0.0
MS6 1.0 0.1 66.6 8.3
MS7 2.0 0 58.3 25.0
MS8 2.0 0.05 41.6 333
MS9 2.0 0.1 50.0 33.3

Cizelge 4.3°de ise farkli ortam bilesimi ve eksplant tiplerinin, eksplant basina
siirglin sayis1 ve siirgiin uzunluguna etkisi verilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde
eksplant tipi ve ortam bilesimine gore eksplant basina elde edilen siirgiin sayisi
acisindan istatistiki olarak 6nemli farkliliklar bulundugu goriilmektedir. Eksplant basina
slirgiin sayis1 agisindan hipokotil eksplantlar1 kotiledon eksplantlarina gére daha basaril
bulunmustur (Cizelge 4.3).

Hipokotil eksplantlarinda ortam tiplerine gore eksplant basina siirgiin sayisi
yoniinden goriilen farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.3).
Eksplant basina en yiiksek siirglin sayis1 MS4 (5.25 siirgiin/eksplant) ortamindan elde
edilirken, bunu sirasiyla aymi istatistiki grup iginde yer alan MS3 (4.42
stirglin/eksplant), MS6 (4.33 siirgilin/eksplant) ve MS7 (4.33 siirgiin/eksplant) ortamlari
izlemigtir. MS9 ortami ise eksplant basina siirgiin sayis1 agisindan en basarisiz ortam
olmustur (Cizelge 4.3). Sekil 4.3’de hipokotil eksplantlarindan gelismeye baglayan
sirglinler, Sekil 4.4’de ise hipokotil eksplantlarindan indirekt yolla siirgiin

rejenerasyonlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. MS besi ortamina katilan farkli konsantrasyondaki BAP ve NAA’ nin
eksplant basina siirgilin sayis1 ve siirgiin boyuna etkisi

Biiyiimeyi Siirgiin sayisi Siirgiin boyu (cm)
Ortam diizenleyiciler  /eksplant
(mg/l)
BAP  NAA Hipokotil Kotiledon Hipokotil Kotiledon

MS1 0.5 0 3.16 bc 292ab 1.83Dbc 2.33a
MS2 0.5 0.05 3.75b 0.66 c 3.80a 1.60 ab
MS3 0.5 0.1 4.42 ab 0.75¢c 2.60 ab 1.60 ab
MS4 1.0 0 5.25a 2.58Db 2.0 bc 1.63 ab

MS5 1.0 0.05 2.42 cd 1.16¢ 1.53 bc 1.66 ab
MS6 1.0 0.1 4.33 ab 041c 2.60 ab 1.0Db

MS7 2.0 0 4.33ab 0.75¢c 2.03 bc 1.40 ab

MS8 2.0 0.05 2.33 cd 1.36¢ 1.83 bc 2.0ab

MS9 2.0 0.1 1.16d 3.75a 1.0c 2.26 a
LSD.05 1.21 1.09 1.28 1.03

Kotiledon eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayisinda istatistiki agidan dikkate
deger bir azalis belirlenmistir. Kotiledon eksplantlarinda en yiiksek siirgiin sayist MS9
(3.75 stirgiin/eksplant) ortamindan elde edilirken, bunu MS1 (2.92 siirgiin/eksplant) ve
MS4 (2.58 siirgiin/eksplant) ortamlart takip etmistir. Diger ortam kombinasyonlarinda
elde edilen siirgiin sayisi diisiik olmus ve aralarindaki farkliliklar istatistiki ag¢idan
onemli bulunmamistir (Cizelge 4.3).

Siirglin ~ boylar1  degerlendirildiginde, hipokotil eksplantlarindan  gelisen
stirgiinlerde siirgiin boyu 1.0 — 3.8 cm arasinda degisim gostermistir. En yiiksek stirgiin
boyu MS2 (3.8 cm) ortamindan elde edilirken, bunu MS3 (2.60 cm) ve MS6 (2.60 cm)
ortamlari izlemistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3. Hipokotil eksplantlarindan siirgiin olusumlarinin baglamasi.

Sekil 4.4. Hipokotil eksplantlarindan indirekt yolla stirgiin olusumlart.

Kotiledon eksplantlarindan gelisen siirglinlerde ise siirgiin boyu 1.0-2.33 cm
arasinda degisim gosterirken, en yiiksek siirgiin boyu MS1 (2.33 cm) ve MS9 (2.26 cm)
ortamlarindan elde edilmistir. Diger ortam kombinasyonlarinda siirgiin boylar1 arasinda

goriilen farklilik istatistiki agidan 6nemli bulunmamuistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.5’de in vitro siirgiin rejenerasyonu denemelerinden genel goriintii, Sekil
4.6’da kotiledon eksplantlarindan gelismeye baslayan siirglinler, Sekil 4.7’de ise

kotiledon eksplantlarindan direkt siirgiin olusumlar1 gériilmektedir.

Sekil 4.5. Siirgiin gogaltim ortaminda in vitro gelisen lahana bitkicikleri.

Sekil 4.6. Kotiledon eksplantlarindan siirgiin olusumlarinin baglamasi.
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Sekil 4.7. Kotiledon eksplantlarindan direkt siirgiin olusumlari; (a) MS1 ve MS9
ortami, (b) MS9 ortam1 (2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), (¢) MS1 ortami
(0.5 mg/l BAP).

4.2. In vitro Kok Rejenerasyonu Deneme Bulgular

Yaklagik 1 ay sonra siirgiin rejenerasyon ortamindan alinan siirglinler 1/2 MS
ortaminda farkli konsantrasyonlarda IBA (0 mg/l, 0.5 mg/l, 1.0 mg/lve 1.5 mg/l) i¢eren
koklendirme ortamlarina alinmistir. Siirgiin rejenerasyon ortaminda ¢ogaltimi saglanan
bitkicikler, koklendirme ortamina aktarilmadan 6nce laminar flow kabin iginde tek tek
siirglinlerine ayrilmis, uzayan silirgiinlerde gerekli kisaltma ve kesme iglemleri
yapildiktan sonra koklendirme ortamina dikilmigstir (Sekil 4.8). Koklendirme ortamina

alinan siirgiinler ise Sekil 4.9°da goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Siirgiin rejenerasyon ortaminda c¢ogaltimi saglanan bitkiciklerin
koklendirme ortamina alinmasi i¢in hazirlanmas.

Sekil 4.9. Koklendirme ortamina alinmig in vitro siirgiinler.

Farkli konsantrasyonlardaki IBA’nin siirgiin basina elde edilen kok sayisi, kok
uzunlugu ve rejenerasyon orani iizerine etkisi Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4

incelendiginde, siirgiin basina en yiiksek kok sayisinin (14.16 adet) 0.5 mg/l IBA
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dozundan elde edildigi goriilmektedir. Diger dozlarda ise siirgiin basina kok sayisi
azalig gosteritken, dozlar aras1 goriilen farkliliklar istatistiki olarak Onemli

bulunmamustir.

Cizelge 4.4. 1/2 MS besi ortamina katilan farkli konsantrasyondaki IBA’nin kéklenme
lizerine etkisi

Biiyiimeyi Kok sayisi /siirgiin Kok uzunlugu Rejenerasyon
diizenleyici (cm) orani (%)
(ma/l)

IBA

0 8.50 b 2.35a 100

0.5 14.16 a 1.82 ab 100

1.0 8.30b 1.78 ab 83.3

1.5 8.16 b 156 b 66.6
LSD.05 1.84 0.66

Kok uzunlugu yoniinden ise hi¢c hormon katilmamis kontrol grubundan daha
yiksek sonu¢ alinirken, artan IBA dozlarinin kék uzunlugu iizerine olumlu etkisi
bulunmamistir. Ayrica kontrol ve 0.5 mg/l IBA dozunda %100 oranla kok
rejenerasyonu saglanirken, diger dozlarda rejenerasyon oraninda azalma goriilmiistiir
(Cizelge 4.4). Sekil 4.10’da ise koklendirme ortamina alinan siirgiinlerde kok

olusumlari goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Koklendirme ortamindaki bitkiciklerde kok olusumlari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Arastirmanin temel amaci, Brassica cinsi iginde yer alan Van ve ¢evresinde
yetistirilen yoreye 0zgii bir popiilasyon olan Ercis bas lahana populasyonunda in vitro
rejenerasyon olanaklarini aragtirmaktir. Ayrica bu ¢alisma, Ercis lahanasi tizerinde doku
kiiltiirii alaninda yapilmig ilk calisma olmasindan dolayi, ¢alismadan elde edilen
sonuglar ile ileride bu populasyon iizerinde gerek genetik calismalar gerekse doku

kiltiirii alaninda calisacak olan arastiricilara yol gosterilmis olunacaktir.

Arastirmadan elde edilen sonuglar ayr1 basliklar altinda tartigilmistir.

5.1. Hipokotil Eksplantlarindan in vitro Siirgiin Rejenerasyonu

Bu calismada in vitro siirgiin rejenerasyonu iizerine ortam bilesimi olarak BAP
(0.5 mg/l, 1.0 mg/l , 20 mg/l) ve NAA’nin (0 mg/l, 0.05 mg/l, 0.1 mg/l) 9
kombinasyonu ve farkli 2 eksplant tipi (kotiledon ve hipokotil) denenmistir.

Lahanalarda yapilan bir¢ok calismada ortam bilesimi ve eksplant tipinin siirgiin
rejenerasyonu iizerinde etkili oldugu bildirilmektedir (Munshi ve ark., 2007; Pavlovic
ve ark., 2010; Mollica ve ark., 2011). Brassica tiirlerinde yapilan literatiir taramalarinda
stirgiin rejenerasyon orani agisindan hipokotil eksplantlarinin diger eksplant tiplerine
oranla daha basarili sonuglar verdigi belirlenmistir (Dai ve ark., 2009; Pavlovic ve ark.,
2010; Ravanfar ve ark., 2009; Ghnaya ve ark., 2008; Misikita ve ark., 1989; Yawen ve
ark., 1998; Khan ve ark., 2002; Jonoubi ve ark., 2004). Bizim ¢alisma sonuglarimiz da
bu literatiirleri destekler nitelikte bulunmus, hipokotil eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonu agisindan daha basarili sonuglar alinmistir.

Caligmamizda hipokotil eksplantlarinda 2 mg/l BAP igerikli ortamda (MS7)
eksplantlarin tamami gelisme gosterirken (%100), bunu %91.6 rejenerasyon orani ile
0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA (MS3), 1 mg/l BAP (MS4) ve 1 mg/l BAP + 0.1 mg/I
NAA (MS6) ortamlari takip etmistir (Cizelge 4.1.). En diisiik siirgiin rejenerasyon ise
%58.3 oraniyla 2 mgl/ BAP + 0.1 mg/l NAA (MS9) ortamindan elde edilmistir. Ancak
in vitro siirgilin rejenerasyonu ¢alismalarinda etkili besin ortami bilesimi tiir hatta ayni
tiir i¢indeki ¢esit ve genotiplere gore biiylik farklilik gostermektedir. Nitekim farkl

Brassica tiirlerinde yapilmis olan c¢aligmalarda da gerek ortam bilesimi gerekse
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kullanilan eksplant tipi yoniinden siirgiin rejenerasyonu yoniinden farkli sonuglar
alinmigtir. Ornegin; hipokotil eksplantlarinin kullamldigi kirmizi bas lahana, Savoy
lahanasi, karnabaharda optimum siirgiin rejenerasyon ortaminin MS + BA (1.0 mg/l) +
IBA (0.1 ve 0.2 mg/l) (Pavlovic ve ark. 2010), siis lahanasinda (Brassica oleracea var.
acephala) %76.1 oranla MS + 3 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA (Dai ve ark. 2009), brokolide
(Brassica oleracea subsp. italica cv. Green Marvel) %96.7 orani ile MS + 3 mg/l BAP
ortamindan (Ravanfar ve ark. 2009) elde edildigi saptanmistir. Ghnaya ve ark. (2008),
Brassica napus L.’da en iyi sonucun 3 mg/l BAP, 0.3 mg/l NAA takviyeli MS
ortamindan, Misikita ve ark. (1989) ise Brassica oleracea var.tronchuda Bailey’de MS
+ 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA ortamindan elde edildigini belirtmiglerdir. Yawen ve
ark. (1998), Brassica alboglabra’nin 3 ¢esidinde hipokotil eksplantlari kullanarak
yirlittiikleri c¢alismada, slirglin rejenerasyon basarisinin cesitlere gore degismekle
birlikte MS + 2mg/l BA, MS + 0.3 mg/l NAA + 2 mg/l BA ortamindan, MS + 0.5 mg/I
NAA + 2 mg/l BA ortamlarindan elde edildigini ifade etmislerdir. Farkli tiirlerde
yapilmis olan bu ¢alismalar dikkate alindiginda hipokotil eksplantlarinda etkili siirgiin
rejenerasyon ortaminin tiirlere gore farklilik gosterdigi, genellikle BAP’in 1.0 - 3.0
mg/l, NAA’nin ise 0 - 0.3 mg/l arasindaki dozlarinin kullanildig1 belirlenmistir. Bu
dozlar tiir farkliligindan dolayr uyumlu olmadigindan, bas lahanada yapilmis olan
calisma sonuglar1 (Munshi ve ark., 2007; Gerszberg ve ark., 2015) dikkate alinmistir.
Munshi ve ark. (2007), bas lahanada siirglin rejenerasyonu iizerine MS ve 1/2 MS
ortaminda BAP’ m (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l) dozlarim1 denedikleri ¢alismada, en yiiksek
siirglin rejenerasyonunun 1/2 MS ortaminda 0.5 mg/l dozundan elde -ettiklerini
bildirmislerdir. Bu nedenle bas lahanada yapilmis olan bu iki ¢alisma sonuglar1 dikkate
alinarak deneme programimiza daha diisiik dozlardaki BAP konsantrasyonlari (0.5 — 2.0
mg/l) modifiye edilerek alinmigtir.

Calismamizda hipokotil eksplantlar1 kullanildiginda, eksplant basina en yiiksek
sirglin sayist 5.25 siirgiin adet 1 mg/l BAP iceren MS4 ortamindan elde edilmistir. 2
mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA (MS9) igeren ortam ise en basarisiz ortam (1.16
sirglin/eksplant) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Hipokotil eksplantlarinda en
yiiksek siirgiin boyu MS ortaminda 0.5 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA (MS2) igeren
ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.3). Munshi ve ark. (2007), bas lahanada hipokotil
eksplantlarin1 kullandiklar1 ¢calismada MS ortaminda BAP’ 1n (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l)
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dozlarini kullandiklarinda eksplant basina siirgiin sayisinin 2-4 adet arasinda degistigini,
1/2 MS ortaminda aynt BAP dozlarini kullandiklarinda ise 5-12 adet arasinda siirgiin
elde edildigini bildirmislerdir.

Bano ve ark.(2010) tarafindan Brassica juncea’da yapilan c¢alismalarda,
hipokotil ve kok eksplantlarindan kallus olusumunun diger ekplant tiplerine oranla daha
yikksek oldugunu bildirilmektedir. Bizim c¢alismamizda da tiim besin ortami
bilesimlerinde hipokotil eksplantlarindan kallus olusum orani, kotiledon eksplantlarina
oranla daha yiiksek bulunmustur. Arastirma sonuglarimizda hipokotil eksplantlarinda
kallus olusum orani %50-100 arasinda degisim gostermistir. MS2 (0.5 mg/l BAP + 0.05
mg/l NAA), MS3 (0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA), MS4 (1.0 mg/l BAP) ve MS5 (1.0
mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA), ortamlar1 kallus olusumu y6niinden basarili bulunurken,
diger ortam bilesimlerinde kallus olusumunun belirgin olarak azalig gdsterdigi tespit

edilmistir (Cizelge 4.2).

5.2. Kotiledon Eksplantlarindan in vitro Siirgiin Rejenerasyonu

Calismamizda kotiledon eksplantlarinda, siirgiin rejenerasyonu agisindan 0.5
mg/l BAP (MS1) ve 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA (MS9) iceren ortamlar en basarili
ortamlar olurken, bu ortamlari 1 mg/l BAP (MS4) ve 1 mg/l BAP + 0.05 mg/l NAA
(MS5) ortamlari izlemistir. En diisiik siirglin rejenerasyonlari ise %41.6 oranla 2 mg/1
BAP (MS7) ve 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA (MS6) ortamlarindan elde edilmistir
(Cizelge 4.1). Yine kotiledon eksplantlarinda siirglin rejenerasyonu lizerine yapilan
calismalarda da basar1 oraninin tiirlere gore farklilik gosterdigi bildirilmektedir. 4 farkl
mustard ¢esidinde maksimum siirgiin rejenerasyonunun MS + 3.5 mg/l BAP + 0.5 mg/I
NAA + 2 mg/l AgNO; (Basak ve ark., 2012), brokolide MS + 2.5 mg/l BAP + 0.5 mg/I
NAA (Kumar ve Srivastava, 2015), B. juncea’da MS + 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA +
10 mg/l AgNOQO3 (Thakur ve ark., 2013) ortamlarindan elde edilmistir. Sharma ve ark.
(2014) tarafindan bas lahanada yapilan ¢alismada ise; MS + 1.5 mg/l BAP + 0.50 mg/1
NAA ve MS + 2 mg/l BAP + 0.25 mg/l IAA ortamlarinin rejenarasyon yoniinden daha
basarili oldugunu belirtilmektedir.

Farkli arastiricilarin farkli Brassica tiirlerinde yaptiklar: ¢alismalarda kotiledon
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyon caligmalarinda genellikle BAP” m (1.0 — 3.5
mg/l), NAA’ nin (0.1-0.5 mg/l) farkli dozlarmin kullanildig: tespit edilmistir.
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Calismamizda kotiledon eksplantlarindan eksplant basma en yiiksek siirgiin
sayist (3.75 adet) 2 mgl/ BAP + 0.1 mg/l NAA (MS9) ortamindan saglanirken, bunu
MS1 (0.5 mg/l BAP) ve MS4 (1 mg/l BAP) ortamlari izlemistir (Cizelge 4.3).

Deneme sonuglarimiza gore kotiledon eksplantlarindan kallus olusum orani % 0-
33.3 arasinda degisim gostermistir. MS7 (2.0 mg/l BAP), MS8 (2.0 mg/l BAP + 0.05
mg/l NAA) ve MS9 (2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA) ortamlarinda kallus olusum orani
daha yiiksek bulunurken, diger ortam kombinasyonlarinda kallus olusum orani oldukca

diisiik bulunmustur (Cizelge 4.2).

5.3. In vitro Kok Rejenerasyonu

Farkli Brassica tiirlerinde yiiriitiilen birgok ¢alismada koklendirme ortami olarak
genellikle IBA (0 — 1.0 mg/l) veya NAA’nin (0.1 — 4.0 mg/1) farkli dozlar1 kullanilmis
ve elde edilen sonuglar basarili olmustur (Peng-fang ve ark., 2003; Hazrat ve ark., 2007;
Munshi ve ark., 2007; Ravanfar ve ark., 2009; Abrha ve ark., 2013; Alam ve ark., 2013;
Sharma ve ark., 2014; Kumar ve Srivasteva, 2015; Gerzberg ve ark., 2015).

Bizim ¢aligmamizda da yapilmis olan bu literatiir bildirisleri dikkate alinarak 1/2
MS koklenme ortaminda 4 farkli IBA (0, 0.5, 1.0 ve 1.5 mg/l) dozunun in vitro kok
rejenerayonu lizerine etkisi arastirilmistir. Denememizden elde ettigimiz sonuglarda en
basarili kok rejenerasyonu sonuglari, hic hormon katilmamis kontrol grubu ve 0.5 mg/1.
IBA katilmis ortamdan elde edilmistir. IBA dozunun 0.5 mg/I’nin {izerine ¢ikmasi
siirglin basina elde edilen kok sayisi, kok uzunlugu ve kdklenme orani iizerine olumlu
etki yapmamuistir. Bu nedenle ileride bu tiir tizerinde yapilacak koklenme ¢alismalarinda
yiiksek IBA dozlarinin denenmesinin faydali olmayacag: kanisina ulagilmistir.

Sonug olarak; bas lahananin Ercis genotipinde ilk defa yiiriitiilen bu ¢aligma ile,
in vitro siirgiin ve kok rejenerasyonu igin protokol olusturmaya yonelik caligmalar
yapilmistir. Bu calismalar sonucunda her iki eksplant tipinden de (kotiledon ve
hipokotil) direkt ya da indirekt yolla siirgiin rejenerasyonu saglanmistir. Hipokotil
eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu biitiin besin ortami kombinasyonlarinda indirekt
yolla gerceklesirken, kotiledon ekspantlarindan kallus iizerinden siirgiin rejenerasyon
orani daha diislik oranda gergeklesmistir.

Arastirma sonucunda, siirgiin rejenerasyon orani (%), eksplant bagina siirgiin

sayist ve siirglin uzunlugu yoniinden eksplant tipleri karsilastirildiginda tiim ortam
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kombinasyonlarinda (MS1 ve MS9 hari¢) hipokotil eksplantlarinin kotiledon
eksplantlarina gore daha basarili oldugu belirlenmistir.

fleride Ercis genotipinde in vitro siirgiin rejenerasyonu {izerine yapilacak
caligmalarda, 7 giinliik steril fidelerden alinan hipokotil eksplantlarinin kullanilmasi,
besin ortaminda BAP’ 1n 0.5 — 2.0 mg/l arasindaki dozlarmin kullanilarak daha fazla
sayida tekrarlamali calismalarin yapilmasinin faydali olacagi kanisina varilmustir. In
vitro koklenme agisindan ise; ileride yapilacak olan galismalarda besin ortamina hig

hormon katilmamasi ya da 0.5 mg/l IBA dozunun {izerine ¢ikilmamasi 6nerilmektedir.
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