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Özet 

Araştırmada, A.B.D’nin Kuzey Dakota eyaletinde bulunan 'Northern Crop Science Laboratory'den getirilen 'Clarck' keten çeşidine ait 

tohumlar kullanılmıştır. Tohumlar, %5 NaOCl  içeren ticari çamaşır suyunun %40’lık dozunda, manyetik karıştırıcı üzerinde 12 dakika 
tutularak steril edilmiş, daha sonra steril saf su ile 3-4 kez yıkanarak durulanmıştır. Steril edilen tohumlar çimlendirilmek için Magenta 

kapları içerisinde ekilerek 24±1ºC sıcaklık ve 16 saat ışık/8 saat karanlık fotoperiyotta kültüre alınmıştır. 10 günlük steril fidelerin 

hipokotil kısımları 0.5 cm uzunluğunda parçalara ayrılarak farklı iki ön muamele uygulamasından sonra 1 mg l-1 6-benzylaminopurine 
(BAP) ve 0.02 mg l-1 naphthalene acetic acid (NAA) içeren Murashige ve Skoog (MS) ortamında kültüre alınmıştır. Birinci uygulamada 

0.5 cm uzunluğundaki hipokotil eksplantları doğrudan rejenerasyon ortamına aktırılırken, diğer uygulamada eksplantlar steril kabin 

içerisinde hava akımı altında 30 dak. bekletildikten sonra kültüre alınmıştır. Kültür başlangıcından 4 hafta sonra eksplantlara uygulanan ön 
muameleler, rejenerasyon yüzdesi, eksplant başına sürgün sayısı, eksplant başına en uzun sürgün boyu, petride gelişen toplam sürgün 

sayısı, eksplant yaş ve kuru ağırlıkları, eksplant su ve kuru madde kapsamları bakımından karşılaştırılmıştır. Bu araştırma, steril kabin 

içerisinde oluşan hava akımının eksplantların rejenerasyon kapasitesi üzerine etkisini belirlemek için yapılmıştır. Araştırmamızda en 
yüksek sonuçlar, hipokotil eksplantlarının doğrudan rejenerasyon ortamına aktarıldığı uygulamadan elde edilmiştir. Diğer taraftan, 

eksplantların steril kabinde hava akımı altında tutulması, dokuda su kaybına neden olduğu için eksplantların rejenerasyon kapasitesini 

düşürmüştür. Bu nedenle, steril kabinde çalışılırken, ortamdaki hava akımının doku üzerinde olumsuz etki oluşturabileceği dikkate 
alınarak, rejenerasyon kapasitesinin korunması için eksplantların mümkün olan en kısa sürede izole edilerek, besin ortamına yerleştirilmesi 

gerekir.  

Anahtar Kelimeler: In vitro sürgün rejenerasyonu, Linum usitatissimum, doku su eksikliği 

 

The Effect of Water Deficiency Originated Stress in Tissue on Shoot Regeneration of 

Flax (Linum usitatissimum l.) Hypocotyl Eksplants 

Abstract 

Flax (Linum usitatissimum L.) cv. 'Clarck' seeds, obtained from 'Northern Crop Science Laboratories', in North Dakota, USA were 

used in the study. Seeds were surface sterilized with 40% commercial bleach containing 5% NaOCl with continuous stirring for 12 min. 
and then were washed 3-4 times with sterile distilled water. Sterilized seeds were sown in Magenta vessels to germinate and cultured at 

24 1ºC with a 16-h light/8-h dark photo-period. Hypocotyl segments of 10-day-old sterile seedlings were excised 0.5 cm in length and 

then cultured on Murashige and Skoog (MS) medium containing 1 mg l-1 6-benzylaminopurine (BAP) ve 0.02 mg l-1 naphthalene acetic 
acid (NAA) after two different pretreatment applications. In the first treatment, 0.5 cm hypocotyl explants were directly transferred to 

regeneration medium while in the other treatment, before culturing, explants were kept in sterile cabin under air flow for 30 min. Four 

weeks after culture initiation, pretreatments were compared with respect to regeneration percentage, shoot number per explant, the highest 
shoot length per explant, total shoot number per petri dish, explant fresh and dry weights, explant water and dry matter contents. This study 

was conducted to determine the effect of air flow in sterile cabin on explants’ regeneration capacity. The highest results in our study were 

obtained from the treatment in which hypocotyl explants were direcly transferred to regeneration medium. On the other hand, keeping 

explants under air flow in sterile cabin decreased the regeneration capacity of explants by causing water deficiency in tissue. That is why, 

when working in sterile cabin, in order to protect the regeneration capacity, explants are to be isolated and placed on growth medium as 

quickly as possible by considering that air flow in the environment may have negative effect on tissue. 

Key Words: In vitro shoot regeneration, Linum usitatissimum, tissue water deficiency 
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GİRİŞ 
 

Linaceae familyasında yer alan Linum L. cinsi daha 

çok Akdeniz havzası olmak üzere, Amerika’nın 

güneybatısı ve kuzeyinde, Asya’nın ılıman ve 

subtropikal bölgelerinde yayılış gösterir ve 200 kadar 

türü kapsamaktadır. Bu türe daha çok Anadolu ve 

Balkanlar’da rastlanmaktadır. Linum ekonomik açıdan 

önemli bir cinsdir. Özellikle L. usitatissimum L. türünün 

yaygın olarak ekimi yapılır ve gövdesinden elde edilen 

sklerankima lifleri tekstil sanayinde keten ipliği 

yapımında kullanılır. Tohumlarından elde edilen bezir 

yağı geçmişte sofralık yağ olarak ve günümüzde de 

boya sanayinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Keten tohumu genel olarak Hindistan, Mısır, 

Brezilya, Kanada, Arjantin, Rusya, Amerika, Rusya, 

Hollanda ve Avrupa’nın çeşitli yerlerinde 

üretilmektedir. Linum türlerine çoğunlukla Balkanlar ve 

Anadoluda rastlanmaktadır. Linum türleri bakımından 

Türkiye çok zengin bir ülkedir. Yurdumuzda son 

yıllarda bulunan bir türle beraber 39 türe 

rastlanmaktadır [1]. Türkiye’de de Karadeniz, Marmara, 

Ege ve İç Anadolu bölgelerinde kültürü yapılmaktadır. 

Bitkinin tıbbi amaçlarla kullanımına Eski Mısır’da 

rastlanmaktadır  [2, 3]. 

Keten tohumu başlıca bileşen olarak lignanlar, 

özellikle de sekoizolarisirezinol diglukozit taşımasına 

ilaveten α-linolenik asit ve lif açısından da zengindir. 

Lignanlar, antikarsinojenik aktiviteye sahip enterodiol 

ve enterolakton bileşiklerinin ön maddeleridir ve 

memeli lignanları olarak da bilinirler. Keten tohumu 

yiyecek olarak alındığında içindeki lignanlar insanlarda 

barsak florası tarafından enterediol ve enterolaktona 

dönüştürülür. Keten tohumu lignan içeriğinden dolayı 

antikarsinojenik etkiye sahiptir ve besleyici özelliği 

vardır [4, 5]. 

Son zamanlarda, kanser kemoterpisinde 

podofilotoksinden türeyen lignanlar kullanılmaktadır. 

Podofilotoksin bazıları tehlike altında olan ve doğal 

ortamından toplanarak elde edilen Podophyllum 

türlerinden izole edilmektedir. Podofilotoksin ve bundan 

türeyen lignanlar için alternatif kaynak, Linum ve 

Podophyllum turlerinin hücre kültürleri olabilir. Bu 

hücre kültürleri yüksek miktarda podofilotoksin ve 5-

metoksi podofilotoksin üretmektedir. Lignanlar, çok 

geniş çeşitlilikte biyolojik aktiviteye sahiptir. Örneğin, 

buğday, çavdar veya keten tohumunda bulunan ve  

memeli lignanları olarak da adlandırılan enterolaktonlar 

hormon-bağımlı kanserlere karşı fitoöstrojenik 

aktiviteleri sayesinde koruyucu etki gösterirler. 

Podofilotoksin ve bunu türevi lignanlar sitotoksik ve 

antiviral aktiviteye sahiptir. Podofilotoksin papilloma 

virüsünün sebep olduğu genital organ tümörlerinin 

tedavisinde kullanılmaktadır. Podofilotoksin 

mikrotibüllere bağlanarak hücre çoğalmasını inhibe 

ettiği için kanser tedavinde kullanılır. Podofilotoksinin 

yarı sentetik türevi olan tenipozit etopzit ve ethopospos 

kanser tedavisinde kullanılmaktadır [6].  

In vitro kültürde bitki rejenerasyonu gen aktarımının 

ilk koşuludur [7, 8]. Transgenik bitkilerin elde 

edilmesine bitki rejenerasyonu, rejenerasyon yeteneğine 

sahip eksplantların seçimi, kültür şartları ve gen aktarım 

yöntemi gibi birçok faktör etkilidir. Gen aktarımında 

yüksek başarı sağlanabilmesi için adventif sürgün 

sayısının yüksek olması gerekmektedir. Araştırma, steril 

kabin içerisinde oluşan hava akımının eksplantların 

rejenerasyon kapasitesi üzerine etkisini ortaya koymak 

için yapılmıştır. 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 Materyal 
 Araştırmada, A.B.D’nin Kuzey Dakota eyaletinde 

bulunan "Northern Crop Science Laboratory"den 

getirilen 'Clarck' keten çeşidine ait tohumlar 

kullanılmıştır. 

 
 Yöntem 

 Büyüme ortamı ve kültür koşulları 
Denemelerde MS (Murashige ve Skoog) mineral tuz 

ve vitaminleri [9] ile %3 sukroz içeren ve %0.7’lik agar 

(Type A) ile katılaştırılan temel besin ortamı (MS0) 

kullanılmıştır. Ortam hazırlığında distile saf su 

kullanılmış, gerektiğinde besin ortamına farklı 

konsantrasyonlarda bitki büyüme düzenleyicileri ilâve 

edilmiştir. Besin ortamının pH’sı 1 N NaOH ya da 1 N 

HCl kullanılarak 5.8’e ayarlandıktan sonra 1.2 atmosfer 

basınç altında ve 120C’de 20 dakika tutularak 

sterilizasyon sağlanmıştır. Tüm kültürler beyaz floresan 

ışığı (27 μmol m
−2

 s
−1

) altında 16 saat ışık ve 8 saatlik 

karanlık fotoperiyotta 24±1C’de tutulmuştur. 

 

Keten tohumlarının in vitro şartlarda 

çimlendirilmesi  
Tohumlar yüzey sterilizasyonu için manyetik 

karıştırıcı üzerinde 10°C’lik sıcaklığa sahip %40’lık 

ticari çamaşır suyu içerisinde 12 çalkalandıktan sonra, 

aynı sıcaklığa sahip steril saf su ile 3-4 kez 

durulanmıştır [10] (Yıldız ve Er 2002). Steril edilen 

tohumlar yine steril Magenta kapları içerisinde, %3 

sukroz içeren ve %0.7’lik agar ile katılaştırılan MS 

besin ortamında, 24±1C’de 16 saat ışık ve 8 saat 

karanlık fotoperiyotta çimlendirilmiştir. 

  

 Hipokotil eksplantlarının in vitro elde edilen steril 

fidelerden izolasyonu ve adventif sürgün 

rejenerasyonu  
10 günlük steril fidelerin hipokotil kısımları 0.5 cm 

uzunluğunda parçalara ayrılarak farklı iki ön muamele 

uygulamasından sonra 1 mg l
-1

 6-benzylaminopurine 

(BAP) ve 0.02 mg l
-1

 naphthalene acetic acid (NAA) 

içeren Murashige ve Skoog (MS) ortamında kültüre 

alınmıştır.  

 Birinci uygulamada 0.5 cm uzunluğunda kesilen 

hipokotil eksplantları doğrudan rejenerasyon ortamına 

aktırılırken, diğer uygulamada eksplantlar steril kabin
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içerisinde hava akımı altında 30 dakika bekletildikten 

sonra kültüre alınmıştır. Kültür başlangıcından 4 hafta 

sonra eksplantlara uygulanan ön muameleler, 

rejenerasyon yüzdesi, eksplant başına sürgün sayısı, 

eksplant başına en uzun sürgün boyu, petride gelişen 

toplam sürgün sayısı, eksplant yaş ve kuru ağırlıkları, 

eksplant su ve kuru madde kapsamları bakımından 

karşılaştırılmıştır. 

İstatistiki Değerlendirmeler 

 Denemeler tesadüf parselleri deneme desenine göre 

kurulmuş, her muamele içerisinde 10 adet eksplantın 

bulunduğu 4 tekerrürlü 100 x 10 mm’lik petri 

kaplarından oluşmuştur. Elde edilen veriler "SPSS for 

Windows" programı yardımıyla "Independent-Samples t 

test" analizine tabi tutulmuştur. Yüzde değerler, 

istatistik analizinden önce "arcsin" değerlerine 

çevrilmiştir [11]. 

 

SONUÇLAR VE TARTIŞMA 
 

Ketenin in vitro kültüründe en uygun eksplantın 

hipokotil [8, 10, 12, 13, 14] ve en iyi bitki büyüme 

düzenleyicileri kombinasyonunun da  1 mg/l BAP ve 

0.02 mg/l NAA  [8, 10, 14] olduğu daha önce yapılan 

araştırmalarla vurgulanmıştır. 

Bilindiği gibi tüm doku kültürü çalışmaları steril kabin 

içerisinde gerçekleştirilir. Ancak, steril kabin içerisinde 

aseptik şartların sağlanması için kuvvetli bir hava akımı 

mevcuttur. 

 

Çizelge 1. Keten 'Clarck' Çeşidinin Hipokotil Eksplantlarından Sürgün Rejenerasyonu Üzerine Steril Kabindeki Hava Akımının 

Etkisi 

 
Rejenerasyon 

(%) 

Eksplant 

başına sürgün 

sayısı 

Eksplant 

başına en 

uzun sürgün 
boyu (cm) 

Petride 

gelişen 

toplam 
sürgün sayısı 

Eksplant yaş 

ağırlığı (g) 

Eksplant kuru 

ağırlığı (g) 

Eksplant Su 

kapsamı (%) 

Eksplant kuru 

madde 

kapsamı (%) 

Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. Direk 30' Kur. 

 
100 100 4.85 4.10 3.32 2.46 48.50 41.00 0.70 0.82 0.062 0.075 91.40 91.16 8.60 8.84 

t değeri 0.000
ns

 2.585
*
 2.296

*
 2.585

*
 1.577

ns
 0.737

ns
 0.165

ns
 0.166

ns
 

Direkt: Hipkotil eksplantlarının doğrudan rejenerasyon ortamına yerleştirilmesi 

30' Kurutma: Hipokotil eksplantlarının steril kabinde hava akımı altında 30' tutulduktan sonra rejenerasyon ortamına yerleştirilmesi 

ns : Önemsiz 
*   : 0.05 düzeyinde önemli 

 

Doku su kapsamının artırılması, eksplantın su alma 

kapasitesini artırmış ve keten hipokotil eskplantlarının 

yaş ağırlık artışı yüksek doku su kapsamına 

bağlanmıştır [14]. Yaş ağırlık artışı, su alımı nedeniyle 

hücre genişlemesi sonucu ortaya çıkmaktadır [15]. Kuru 

ağırlık artışı, hücre bölünmesi ve yeni mayeryal sentezi 

sonucu ortaya çıkmaktadır [16]. Su kapsamı yüksek 

eksplantlardaki kuru ağırlık artışı, karbonhidrat 

metabolizmasındaki artış nedeniyle ortaya çıkmaktadır. 

Sonuç olarak, kültür öncesi eksplant su kapsamının 

artırılması, doku metabolik aktivitesini artırmaktadır. 

Ayrıca, doku su kapsamının artması, bitki büyüme 

düzenleyicilerinin dokuda daha kolay hareket 

edebilmesi nedeniyle sürgün rejenerasyon frekansını 

artırabilmektedir. Su stresi altında gelişimin durması, 

hücre bölünmesi ve hücre büyümesinin engellenmesi 

sonucu ortaya çıkmaktadır [17]. Su stresinin bitkide 

hormon seviyesini değiştirdiği bildirilmiştir [18]. Stres 

şartları altında, sitokinin ve giberellik asit kapsamının 

azalması, absisik asit kapsamının artması [19-21]; 

büyümedeki gerilemenin, değişen hormon seviyesi 

nedeniyle membran geçirgenliği ve su alımındaki 

değişiklikler sonucu ortaya çıktığını akla getirmektedir 

[22, 23]. 

Bu araştırma, steril kabin içerisinde yapılan 

çalışmalarda hava akımının eksplantların rejenerasyon 

kapasitesi üzerine etkisini araştırmak için kurulmuştur. 

Araştırma sonuçları, eksplantların izole edildikten sonra 

fazla hava akımına maruz kalmadan derhal rejenerasyon 

ortamına yerleştirilmesi gerektiğini ortaya koymuştur. 

30 dakika boyunca steril kabin içerinde hava akımına 

maruz bırakılan hipokotil eksplantlarının rejenerasyon 

kapasitesinin önemli derecede azaldığı belirlenmiştir. 

Eksplant başına sürgün sayısı, eksplant başına en uzun 

sürgün boyu ve petride gelişen toplam sürgün sayısı; 

hava akımına maruz bırakılan eksplantlarda sırasıyla 

4.10, 2.46 cm ve 41.00 olarak ölçülmüştür. 

Rejenerasyon ortamına doğrudan yerleştirilen 

eksplantlarda ise eksplant başına sürgün sayısı 4.85, 

eksplant başına en uzun sürgün boyu 3.32 cm ve petride 

gelişen toplam sürgün sayısı 48.50 olarak 

gerçekleşmiştir. 
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