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OZET

Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) Koehne geneneksel tip sisteminde
hastaliklarin tedavisinde kullanilan énemli akuatik tibbi bitkidir. Bu ¢alismada, 6-
benzil amino purin (BAP) ve gibberellik asit (GAs)’in farkli kombinasyonlarini igeren
kiltir ortaminda R. rotundifolia’nin bogum eksplantlarindan in vitro siirgiin
rejenerasyonu arastirilmistir. Kiiltlir ortamlarinda ilk siirgiin olusumlari 10 giin
sonunda gozlenmistir. Sekiz hafta sonunda deneme sonlandirilmig ve rejenerasyon
verileri alinmistir. Siirgiin rejenerasyon orani %72,22-100,00 arasinda siralanmustir.
%100 siirgiin rejenerasyon orani 0,25-0,75 mg/L BAP + 0,25 mg/L GA;3 igeren MS
ortaminda kaydedilmistir. Eksplant basina maksimum siirgiinler (18,38 adet) ve en
uzun siirgiinler (2,36 cm) 0,25 mg/L BAP + 0,25 mg/L GA; eklenmis kiilttirlerde elde
edilmistir. Cogaltim ortaminda siirgiinlerin koklenmesi nedeniyle ayrica koklendirme
caligmasi yliriitilmemistir. Rejenere siirglinlerin akvaryum ortamina alistirilmast
basariyla saglanmistir. Bu rapor, tibbi bitki R. rotundifolia’nin ¢oklu iiretimini
sunmas1 bakimindan énemlidir. fleride bu bitki ile yiiriitiilecek sekonder metabolit
iretimi ve gen aktarim ¢aligmalarina yardimeci olabilir.
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The Effect of Different Combinations of Benzyl Amino Purine and
Gibberellic Acid on Micropropagation of Rotala rotundifolia

(Buch-Ham. ex Roxb) Koehne

ABSTRACT

Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) Koehne is an important aquatic medicinal
plant for the treatment of diseases in the traditional medicine system. In this study, in
vitro shoot regeneration from the nodal explants of R. rotundifolia in culture medium
containing different combinations of 6-benzyl amino purine (BAP) and gibberellic
acid (GAs) was investigated. First shoot formation was observed after 10 days in
culture medium. At the end of eight weeks, the trial was completed and regeneration
data were obtained. Shoot regeneration rate is listed as 72.22-100.00%. 100% shoot
regeneration rate was recorded in MS medium including 0.25-0.75 mg/L BAP + 0.25
mg/L GAs. The maximum shoots per explant (18.38) and the longest shoots (2.36 cm)
were obtained in cultures with 0.25 mg/L BAP + 0.25 mg/L GAs. No rooting study
was carried out due to the rooting of the shoots in the multiplication environment. The
acclimation of regenerated shoots to the aquarium environment has been successfully
achieved. This report is important in that it offers multiple production of medicinal
plant R. rotundifolia. In the future, it can help with the production of secondary
metabolites and gene transfer studies.
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Giris

Rotala rotundifolia (Buch-Ham. Eski Roxb) Koehne (Lythraceae) Asya’da yayilis gosteren
sucul bir bitkidir [1]. R. rotundifolia geneneksel tip sisteminde hastaliklarin iyilestirilmesinde
sifali bitki olarak kullanilmaktadir. Ozellikle eklem agrisinin tedavisi ve romatizmal
tedavisinde tercih edilmektedir [2]. Ayrica R. rotundifoliamin akuatik ekstrelerinin en fazla
antioksidan kapasiteye barindirdig: bildirilmistir [3].

Bitkiler siisleme, tibbi ve diger bir¢ok amag icin dogal ortamlarindan asir1 sekilde
toplanmaktadir. Bu durum bitki tiirlerinin neslinin yok olmasina ve bu bitki tiirleri ile beslenen
diger canli tiirlerinin 6lmesine neden olabilimektedir. Bu nedenle, dnemli bitki tiirlerinin biiyiik
Olgekli cogalmalarini ve korunmalarmi saglayacak etkili c¢ogaltma yoOntemlerinin
gelistirilmesine acil bir ihtiyag¢ vardir.

Normal kosullarda tatli su bitkilerini yetistirme teknikleri eseyli ve eseysiz olmak {izere ikiye
ayrilir. Eseyli iiretimde yapay polenleme ve tohumla {iretimden yararlanilmaktadir. Yapay
polenleme, kendini délleyemeyen tiirlerde uygulanan bir yontemdir. D6llenme olayi, bir firga
yardimiyla aliman polenlerin diger bitkinin ¢icegine tasinmasiyla saglanabilecegi gibi
olgunlagmis anterleri bulunan ¢igeklerin koparilarak diger cicegin stigmasina siirtiilmesi ile de
saglanabilir. Tohumla {iretim, bitkinin normal hayat dongiisiinde bulunan bir olaydir. Diger
tiretim sekli eseysiz tiretimdir. Bu yontem ticari olarak en yaygin kullanilan yontemdir. Cesitli
sekillerde yapilabilmektedir. Ornegin; ana bitkiden kesilen pargalarin topraga dikilmesiyle,
rizoma sahip bazi su bitkilerinde, rizomlar iizerinde yeni ¢ikan bitkilerin kesilip topraga
aktarilmasiyla ve ¢igek agmayan bazi su bitkilerinde ana bitkinin yapraklarindan yeni bitkilerin
gelismesiyle elde edilebilmektedir [4].

Geleneksel tiretim yontemlerinin aksine bitki iiretiminde yaygin sekilde biyoteknolojik bir
yontem olan doku kiiltiirii teknikleri kullanilmaya baslanmistir. Geleneksel tekniklerle
cogaltma ile iliskili zorluklar, doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak asilabilir [5]. Bitki doku
kiltirii teknikleri, 6zellikle nadir ve nesli tiikenmekte olan bitki tiirlerinin hizli bir sekilde
cogaltilmasi i¢in kolay ve giivenilir yontemler olarak kabul edilir [6-9].

Bu c¢alismada, 6-benzil amino purin (BAP) ve gibberellik asit (GA3z)’in farkli
kombinasyonlarini igeren kiiltiir ortaminda R. rotundifolia’nin bogum eksplantlarindan in vitro

siirglin rejenerasyonu arastirilmistir.
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Materyal ve Metot

R. rotundifolia Konya’da (Tiirkiye) yer alan akvaryumculardan temin edilmistir. Bitkinin yiizey
sterilizasyonu islemleri %20 hidrojen peroksit (H202) ile 10 dk etkilesime sokularak
basarilmistir. Ardindan bitki parcalar izerinde H.O>’1 uzaklastirmak i¢in 3 kez 5’er dk siire ile
durulama yapilmistir. Bu bitki pargalarinda bogum eksplantlar1 izole edilerek bitki biiylime
diizenleyici icermeyen Murashige ve Skoog (MS) temel besin ortamina transfer edilmistir [10].

Cogaltim caligmalarinda, bu kiiltiir ortaminda biiyiiyen 4 haftalik siirgiinler kullanilmistir.

In vitro ¢ogaltim calismalarinda bogum eksplantlar1 izole edilerek %3 sukroz ve 0,05-1,25
mg/L BAP ve 0,25 mg/L GAs kombinasyonlarini igeren sivi MS besin ortami kullanilmstir.
Besin ortamin pH'1 otoklavlanmadan 6nce 1N NaOH ve IN HCl ile 5.8 £ 0.1'e ayarlanmuistr.
Otoklavda 120°C'de 20 dk boyunca (118 kPa atm) steril edilmistir. Biitlin kiiltiirler, beyaz
floresan lambalar altinda 16 saat 151k fotoperyodunda (5000 lux), 24+1°C'de bekletilmistir.

Cogaltim ortaminda stirglinlerin koklenmesi nedeniyle ayrica koklendirme ¢alismasi
yirltilmemistir. Kiiltiir ortaminda {iretilen bitkiler iizerinde bulunan besin ortamlari

uzaklastirilmis ve musluk suyu ve kum iceren akvaryuma alinmistir (16 saat 1s1k; 23°C).

Kiiltiir ortamindaki datalarin analizi i¢in SPSS 21 for Windows programi kullanilmistir. Post
Hoc testlerinden ise Duncan segilmistir. Yiizde veriler i¢in arksin transformasyon uygulanmistir
[11].

Bulgular ve Tartisma

In vitro siirgiin rejenerasyonu i¢in R. rotundifolia’nin bogum eksplantlar1 0,05-1,25 mg/L BAP
ve 0,25 mg/L GAs kombinasyonlarini ihtiva eden sivi MS besin soliisyonunda kiiltiire
alinmistir. Benzer sekilde bogum eksplantlarindan basarilt siirgiin rejenerasyonlar1 daha 6nce
Mishra ve ark. [12], Dogan [13], Reddy ve ark. [14], Subbaiyan ve ark. [15] ve Warakagoda ve
ark. [16] tarafindan da bildirilmistir. ilk siirgiin ¢ikislar1 10. giinde gdzlenmistir. Sekiz hafta
sonunda deneme sonlandirilmis ve kiiltiir ortamlarindaki bogum eksplantlarindan ¢ikan ¢oklu
stirgiin olusumlar1 kaydedilmistir. Siirglin rejenerasyon verileri ig¢in Vvaryans analizi

uygulanmistir (Tablo 1).
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Tablo 1 0,25 mg/L GAsve farklt BAP konsantrasyonlarinin R. rotundifolia’nin bogum eksplantlarindan
slirglin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant Basina Siireiin Uzunludu Kok Olusturan
Rejenerasyon Siirgiin Sayisi g (cm) g Eksplant orani
o 0,
VK. sD. Orani (%) (adet) (%)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 5 361,18 | 2,60% 42,91 13,95** 0,95 80,01** | 2395,09 | 8,62**
Hata 12 138,91 - 3,08 - 0,02 - 277,74 -
Genel
Toplam 17
** p<0,01 diizeyinde dnemli, *Onemsiz.

Tablo 2. incelendiginde, slirgiin rejenerasyonu orani bakimindan ortamlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmazken, kok olusturan eksplant orani, siirglin uzunlugu ve
eksplant basina siirgilin sayis bakimindan istatistiksel olarak énemli bir farklilik bulunmustur
(p<0,01). Bu farkliligin anlamlilik seviyesi i¢in Duncan testi uygulanmistir (Tablo 2).

Siirgiin rejenerasyon orant %72,22-100,00 arasinda siralanmistir (Tablo 2). %100 siirgiin
rejenerasyon orani 0,25-0,75 mg/L BAP + 0,25 mg/L GAsz igeren MS ortaminda kaydedilmistir.
%72,22 siirgiin rejenerasyon olusumu 1,25 mg/L BAP + 0,25 mg/L GAs eklenmis kiiltiirlerde
kaydedilmistir. Genel olarak ¢ok yiiksek hormon kombinasyonu ve ¢ok diisiik hormon
kombinasyonlar1 eksplantlarin siirgiin rejenerasyonlart i¢in olumlu bulunmamistir. Benzer
sekilde Ceratophyllum demersum L.’un siirgiin ucu ile yiiritilen ¢alismada siirgiin
rejenerasyon frekanslari yiiksek ve diisik BAP igeriginde azalmistir Emsen ve Dogan [17].
Limnophila aromatica (Lamk.) Merr.’nin bogum ve bogum arasi eksplantlar1 0,10 mg/L GAs
ve 0.05-1.60 mg/L Tidiazuron kombinasyonunu i¢ceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmis ve
en yliksek ve en diisiik hormon kombinasyonlarinda siirglin rejenerasyon yiizdeleri diisiis
gostermistir [18]. Benzer sonuglar Ipomoea purpurea (L.) Roth’nin bogum eksplantlarinda da
tespit edilmistir [19]. BAP ve GAz kombinasyonlarini igeren MS besin ortamlarinda eksplant
basina siirgiin sayis1 8,16-18,38 adet arasinda degismistir (Tablo 2). En fazla siirgiin olusumu
18,38 adet ile 0,25 mg/L GAs + 0,25 mg/L BAP eklenmis kiiltiirlerde (Sekil 1a,b,c), ardindan
da 17,10 adet ile 0,25 mg/L GAs + 1,25 mg/L BAP eklenmis kiiltiir ortaminda tespit edilmistir.
Diisiik sayida siirgiinler ise 0,25 mg/L GA3z + 0,75 mg/L BAP eklenmis kiiltiirlerde (8,16 adet),
ardinda da 0,25 mg/L GAsz + 0,05 mg/L BAP’l1 ortamda belirlenmistir (12,64 adet).
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Tablo 2 0,25 mg/L GA; ve farkli BAP konsantrasyonlarinin R. rotundifolia’nin bogum eksplantlarinda
stirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Siirgiin Eksplant Basina . .
Diizenleyicileri Rejenerasyon Siirgiin Sayisi Surgul} Kok Olusturan
o Uzunlugu Eksplant Oram
(mg/L) Oram (%) (adet) (cm) (%)
BAP_ | GAs 0
0,05 0,25 88,89 % 12,64b 1,08c 83,33a
0.25 0,25 100,00 18,38a 2,36a 66,66a
0.50 0,25 100,00 15,27ab 1,75b 55,55ab
0.75 0,25 100,00 8,16¢c 1,51b 44.44ab
1,00 0,25 88,89 14,34ab 1,077c 16,66b
1,25 0,25 72,22 17,10a 0,83c 11,17b
Ayni stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliliklar1 gostermektedir (p<0.01)
& Onemsiz

Veriler incelendiginde, siirgiin sayilarinin hormon kombinasyonlarinin etkisiyle 6nemli 6l¢iide
etkilendigi fakat slirglin sayisinin hormon kombinasyonlari ile diizenli bir artig veya azalig
gostermedigi goriilmiistiir. Benzer sekilde farkli horman konsantrasyonlariin etkileri ile

slirglin sayilar1 tizerinde degisimler Lysimachia nummularia L. [20], Echinops kebericho [21],

Pongamia pinnata [22], Picea abies (L.) H. Karst [23] ve Pogostemon erectus (Dalzell) Kuntze
[24] bitkilerinde de bildirimistir.

: st o : i a7 At

Sekil 1 0,25 mg/L GA;s ve farkli BAP dozlarim ihtiva eden sivi kiiltiir ortaminda R.rotundifolia’nin
bogumlarindan rejenere siirgtinler; Sekiz hafta sonra (a,b,c) 0,25 mg/L BAP + 0,25 mg/L GAs eklenmis
kiiltiirlerde bogum eksplantindan ¢oklu siirgiinler

Kiiltiir ortamlarinda siirgiin uzunluklari 0,83-2,36 cm arasinda degismistir. En uzun siirgiinler
(2,36 cm) 0,25 mg/L BAP + 0,25 mg/L GAz eklenmis kiiltiirlerde, en kisa siirgiinler ise 1,25
mg/L BAP + 0,25 mg/L GAs eklenmis Kkiiltiirlerde elde edilmistir. Bitki biiylime
diizenleyicilerin 0,25 mg/L’den fazla kullanilmasi siirglin uzunlugunu olumsuz etkilemistir.

Siirgiin sayist ve silirglin uzunlugu bakimindan en uygun hormon kombinasyonlart BAP ve
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GA3z’in esit oranda (0,25 mg/L) kullanildig1 ortam olarak kaydedilmistir. Dogan [25] R.
rotundifolia’nin siirgiin ucu ve bogum eksplantlar1 doku kiiltiirii ile tiretim igin 0,05-1,25 mg/L
Kinetin ve 0.25 mg/L GAs eklenmis biiyiitme ortamina aktarilmis ve en uzun siirgiinleri siirgiin
ucu eksplantlarinda 0,75 mg/L Kinetin + 0.25 mg/L GA3z’l1 kiiltiirlerde, bogum eksplantlarinda
0,50 mg/L Kinetin + 0.25 mg/L GA3’li kiiltiirlerde elde etmistir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde ayni bitki tiirlerinde bile farkli hormonlar bitki {izerinde farkli etkiler
gosterebilmektedir. Kok olusturan eksplant orani %11,17-83,33 arasinda siralanmistir. En
yiiksek kok olusumu (%83,33) BAP’1n en diisiik oranda kullanildig: ortamda (0,05 mg/L), en
diisiik kok olusumu (%11,17) BAP’in en yiiksek oranda (1,25 mg/L) kullanildig1 kiiltiir
ortamlarinda kaydedilmistir.

Cogaltim ortamlarinda bitkilerden kok olusturmalar1 nedeniyle ayrica kdklendirme ¢aligmalari
yiirlitiilmemistir. Rejenere siirglinler {izerinde bulunan besin ortami ¢esme suyu ile dikkatlice
uzaklagtirildiktan sonra akvaryum ortamina aktarilmistir. Dort hafta sonunda rejenere bitkilerin

dis kosullara aligtirilmas1 saglanmstir.
Sonug¢ ve Oneriler

Son zamanlarda ekonomik olarak degerli bitkilerin ¢oklu {iretimi i¢in doku kiiltiirii teknikleri
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, farklit BAP ve GA3z kombinasyonlarini igeren
kiiltiir ortaminda R. rotundifolia’nin in vitro hizli ve ¢oklu iiretimi basariyla saglanmigtir. En
fazla eksplant basina siirgiinler ve en uzun siirgiinler 0,25 mg/L BAP ve 0,25 mg/L GAs
kombinasyonunda elde edilmistir. Bu rapor tibbi bitki R. rotundifolia’nin doku kiiltiirii
kosullarinda ¢oklu tiretimine yardimci olabilir ve bdylece bu bitkiden degerli sekonder
metabolitlerin fazlaca {iretilmesine olanak saglayabilir. Ayrica dogal ortamlarindan
toplanmasinin 6niine gegilerek biyocesitlilige katki saglayabilir. Bu ¢alisma sonuglari, tibbi ve
slis amagli kullanilan R. rotundifolia’nin biiyiik 6l¢ekli tiretimine yardimci olabilir. Ayrica bu

bitki ile yiirtitiilecek genetik miihendisligi ¢alismalarina katki yapabilir.
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