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Dokuda Su Eksikliginin Neden Oldugu Stresin In Vitro Sartlar Altinda Keten (Linum
usitatissimum L.) Hipokotil Eksplantlarindan Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi
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Ozet

Arastirmada, A.B.D’nin Kuzey Dakota eyaletinde bulunan 'Northern Crop Science Laboratory'den getirilen 'Clarck' keten ¢esidine ait
tohumlar kullanilmistir. Tohumlar, %5 NaOCl igeren ticari ¢amasir suyunun %40’k dozunda, manyetik karistirici tizerinde 12 dakika
tutularak steril edilmis, daha sonra steril saf su ile 3-4 kez yikanarak durulanmistir. Steril edilen tohumlar ¢imlendirilmek i¢cin Magenta
kaplari igerisinde ekilerek 24+1°C sicaklik ve 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. 10 giinliik steril fidelerin
hipokotil kisimlart 0.5 ¢cm uzunlugunda parcalara ayrilarak farkli iki 6n muamele uygulamasindan sonra 1 mg 1-1 6-benzylaminopurine
(BAP) ve 0.02 mg I-1 naphthalene acetic acid (NAA) igeren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire alinmigtir. Birinci uygulamada
0.5 cm uzunlugundaki hipokotil eksplantlart dogrudan rejenerasyon ortamina aktirilirken, diger uygulamada eksplantlar steril kabin
icerisinde hava akimi altinda 30 dak. bekletildikten sonra kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 4 hafta sonra eksplantlara uygulanan 6n
muameleler, rejenerasyon yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayisi, eksplant basina en uzun siirgiin boyu, petride gelisen toplam siirgiin
say1si, eksplant yas ve kuru agirhiklari, eksplant su ve kuru madde kapsamlari bakimindan karsilagtirilmigtir. Bu arastirma, steril kabin
icerisinde olusan hava akimnin eksplantlarin rejenerasyon kapasitesi iizerine etkisini belirlemek igin yapilmistir. Arastirmamizda en
yiiksek sonuglar, hipokotil eksplantlarimin dogrudan rejenerasyon ortamina aktarildigi uygulamadan elde edilmistir. Diger taraftan,
eksplantlarin steril kabinde hava akimi altinda tutulmasi, dokuda su kaybina neden oldugu igin eksplantlarin rejenerasyon kapasitesini
diisirmiistiir. Bu nedenle, steril kabinde calisilirken, ortamdaki hava akiminin doku iizerinde olumsuz etki olusturabilecegi dikkate
alinarak, rejenerasyon kapasitesinin korunmast igin eksplantlarin miimkiin olan en kisa siirede izole edilerek, besin ortamina yerlestirilmesi
gerekir.

Anahtar Kelimeler: In vitro siirgiin rejenerasyonu, Linum usitatissimum, doku su eksikligi

The Effect of Water Deficiency Originated Stress in Tissue on Shoot Regeneration of
Flax (Linum usitatissimum |.) 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% NaOCI 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+ 1°C 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 I-1 6-benzylaminopurine (BAP) ve 0.02 mg I-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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GIRIS

Linaceae familyasinda yer alan Linum L. cinsi daha
¢ok Akdeniz havzasi olmak {izere, Amerika’nin
giineybatist  ve kuzeyinde, Asya’nin 1liman ve
subtropikal bolgelerinde yayilis gosterir ve 200 kadar
tiri kapsamaktadir. Bu tiire daha cok Anadolu ve
Balkanlar’da rastlanmaktadir. Linum ekonomik agidan
onemli bir cinsdir. Ozellikle L. usitatissimum L. tiiriiniin
yaygin olarak ekimi yapilir ve gdvdesinden elde edilen
sklerankima lifleri tekstil sanayinde keten ipligi
yapiminda kullanilir. Tohumlarindan elde edilen bezir
yag1 gegmiste sofralik yag olarak ve giliniimiizde de
boya sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Keten tohumu genel olarak Hindistan, Misir,
Brezilya, Kanada, Arjantin, Rusya, Amerika, Rusya,
Hollanda  ve  Avrupa’nmin  ¢esitli  yerlerinde
iretilmektedir. Linum tiirlerine ¢gogunlukla Balkanlar ve
Anadoluda rastlanmaktadir. Linum tiirleri bakimindan
Tirkiye c¢ok zengin bir iilkedir. Yurdumuzda son
yillarda bulunan bir tlirle beraber 39 tiire
rastlanmaktadir [1]. Tiirkiye’de de Karadeniz, Marmara,
Ege ve I¢ Anadolu bélgelerinde kiiltiirii yapilmaktadir.
Bitkinin tibbi amaglarla kullanimina Eski Misir’da
rastlanmaktadir [2, 3].

Keten tohumu baslica bilesen olarak lignanlar,
ozellikle de sekoizolarisirezinol diglukozit tagimasina
ilaveten o-linolenik asit ve lif agisindan da zengindir.
Lignanlar, antikarsinojenik aktiviteye sahip enterodiol
ve enterolakton bilesiklerinin 6n maddeleridir ve
memeli lignanlar1 olarak da bilinirler. Keten tohumu
yiyecek olarak alindiginda i¢indeki lignanlar insanlarda
barsak florasi tarafindan enterediol ve enterolaktona
doniistiiriilir. Keten tohumu lignan igeriginden dolay1
antikarsinojenik etkiye sahiptir ve besleyici 6zelligi
vardir [4, 5].

Son zamanlarda, kanser kemoterpisinde
podofilotoksinden tiireyen lignanlar kullanilmaktadir.
Podofilotoksin bazilar1 tehlike altinda olan ve dogal
ortamindan toplanarak elde edilen Podophyllum
tiirlerinden izole edilmektedir. Podofilotoksin ve bundan
tireyen lignanlar igin alternatif kaynak, Linum ve
Podophyllum turlerinin hiicre kiiltiirleri olabilir. Bu
hiicre kiiltiirleri ytiksek miktarda podofilotoksin ve 5-
metoksi podofilotoksin iiretmektedir. Lignanlar, c¢ok
genis ¢esitlilikte biyolojik aktiviteye sahiptir. Ornegin,
bugday, ¢avdar veya keten tohumunda bulunan ve
memeli lignanlar1 olarak da adlandirilan enterolaktonlar
hormon-bagimli  kanserlere  karst  fitogstrojenik
aktiviteleri  sayesinde koruyucu etki gosterirler.
Podofilotoksin ve bunu tiirevi lignanlar sitotoksik ve
antiviral aktiviteye sahiptir. Podofilotoksin papilloma
virlisiiniin  sebep oldugu genital organ tiimdrlerinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Podofilotoksin
mikrotibiillere baglanarak hiicre cogalmasini inhibe
ettigi i¢in kanser tedavinde kullanilir. Podofilotoksinin
yar1 sentetik tiirevi olan tenipozit etopzit ve ethopospos
kanser tedavisinde kullanilmaktadir [6].

In vitro kiiltiirde bitki rejenerasyonu gen aktariminin
ilk kosuludur [7, 8]. Transgenik bitkilerin elde
edilmesine bitki rejenerasyonu, rejenerasyon yetenegine
sahip eksplantlarin se¢imi, kiiltiir sartlart ve gen aktarim
yontemi gibi bir¢ok faktor etkilidir. Gen aktariminda
yiikksek basari saglanabilmesi i¢in adventif siirgiin
sayisinin yliksek olmasi gerekmektedir. Arastirma, steril
kabin igerisinde olusan hava akimmin eksplantlarin
rejenerasyon kapasitesi lizerine etkisini ortaya koymak
i¢in yapilmustir.

MATERYAL VE YONTEM

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

bulunan "Northern Crop Science Laboratory"den
getirilen 'Clarck’ keten c¢esidine ait tohumlar
kullanilmaistir.

Yontem

Biiyiime ortam ve Kiiltiir kosullari

Denemelerde MS (Murashige ve Skoog) mineral tuz
ve vitaminleri [9] ile %3 sukroz i¢eren ve %0.7’1ik agar
(Type A) ile katilastirilan temel besin ortami (MSO0)
kullanilmistir.  Ortam  hazirliginda  distile  saf su
kullanilmis,  gerektiginde besin ortamina farkli
konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave
edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N
HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer
basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak
sterilizasyon saglanmigtir. Ttim kiiltiirler beyaz floresan
15181 (27 umol m™ s7') altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik
karanlik fotoperiyotta 24+1°C’de tutulmustur.

Keten  tohumlarmmn in  vitro  sartlarda
cimlendirilmesi
Tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in manyetik

karistirict iizerinde 10°C’lik sicakliga sahip %40’lik
ticari camasir suyu icerisinde 12’ galkalandiktan sonra,
aynmi sicakhiga sahip steril saf su ile 3-4 kez
durulanmigtir [10] (Yildiz ve Er 2002). Steril edilen
tohumlar yine steril Magenta kaplar1 icerisinde, %3
sukroz iceren ve 9%0.7°lik agar ile katilagtirilan MS
besin ortaminda, 24+1°C’de 16 saat 151tk ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta ¢imlendirilmistir.

Hipokotil eksplantlarinn in vitro elde edilen steril
fidelerden izolasyonu ve adventif siirgiin
rejenerasyonu

10 giinliik steril fidelerin hipokotil kisimlar1 0.5 cm
uzunlugunda parcalara ayrilarak farkli iki 6n muamele
uygulamasindan sonra 1 mg 1" 6-benzylaminopurine
(BAP) ve 0.02 mg I naphthalene acetic acid (NAA)
iceren Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire
alinmustir.

Birinci uygulamada 0.5 cm uzunlugunda kesilen
hipokotil eksplantlar1 dogrudan rejenerasyon ortamina
aktirilirken, diger uygulamada eksplantlar steril kabin
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icerisinde hava akimi altinda 30 dakika bekletildikten
sonra kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir baglangicindan 4 hafta
sonra  eksplantlara uygulanan 6n  muameleler,
rejenerasyon yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayisi,
eksplant basina en uzun siirgiin boyu, petride gelisen
toplam siirgiin sayisi, eksplant yas ve kuru agirliklari,
eksplant su ve kuru madde kapsamlari bakimindan
karsilagtirtlmistir.

Istatistiki Degerlendirmeler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmus, her muamele igerisinde 10 adet eksplantin
bulundugu 4 tekerrirli 100 x 10 mm’lik petri
kaplarindan olusmustur. Elde edilen veriler "SPSS for
Windows" programi yardimiyla "Independent-Samples t

test" analizine tabi tutulmustur. Yizde degerler,
istatistik  analizinden 6nce "arcsin" degerlerine
cevrilmigtir [11].

SONUCLAR VE TARTISMA

Ketenin in vitro kiltiriinde en uygun eksplantin

hipokotil [8, 10, 12, 13, 14] ve en iyi bitki biiylime
diizenleyicileri kombinasyonunun da 1 mg/l BAP ve
0.02 mg/l NAA [8, 10, 14] oldugu daha once yapilan
aragtirmalarla vurgulanmistir.
Bilindigi gibi tiim doku kiiltiirii caligmalari steril kabin
igerisinde gerceklestirilir. Ancak, steril kabin igerisinde
aseptik sartlarin saglanmasi i¢in kuvvetli bir hava akimi
mevcuttur.

Cizelge 1. Keten 'Clarck’ Cesidinin Hipokotil Eksplantlarindan Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Steril Kabindeki Hava Akiminin

Etkisi

Rejenerasyon Eksplant Eksplant Petride Eksplant yas | Eksplant kuru Eksplant Su Eksplant kuru

(%) basina siirgiin basina en gelisen agirhg (g) agirhigl (g) kapsamu (%) madde
sayl1s1 uzun siirgiin toplam kapsami (%)

boyu (cm) slirglin sayist
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 4.85 410 | 332 | 246 | 4850 | 41.00 | 0.70 | 0.82 | 0.062 | 0.075 | 91.40 | 91.16 | 8.60 | 8.84

t degeri 0.000™ 2.585 2.296 2.585 1577 0.737™ 0.165™ 0.166™

Direkt: Hipkotil eksplantlarinin dogrudan rejenerasyon ortamina yerlestirilmesi
30" Kurutma: Hipokotil eksplantlarinin steril kabinde hava akimi altinda 30" tutulduktan sonra rejenerasyon ortamina yerlestirilmesi

ns : Onemsiz
* :0.05 diizeyinde dnemli

Doku su kapsaminin artirilmasi, eksplantin su alma
kapasitesini artirmis ve keten hipokotil eskplantlarinin
yag agirlik artist  yiksek doku su kapsamina
baglanmistir [14]. Yas agirlik artigi, su alimi nedeniyle
hiicre genislemesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir [15]. Kuru
agirlik artigi, hiicre bdliinmesi ve yeni mayeryal sentezi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir [16]. Su kapsami yiiksek
eksplantlardaki kuru agirlik artisi, karbonhidrat
metabolizmasindaki artis nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.
Sonu¢ olarak, kiiltiir 6ncesi eksplant su kapsaminin
artirilmasi, doku metabolik aktivitesini artirmaktadir.
Ayrica, doku su kapsamiin artmasi, bitki biiylime
diizenleyicilerinin ~ dokuda daha kolay hareket
edebilmesi nedeniyle siirgiin rejenerasyon frekansini
artirabilmektedir. Su stresi altinda gelisimin durmasi,
hiicre boliinmesi ve hiicre biiyiimesinin engellenmesi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir [17]. Su stresinin bitkide
hormon seviyesini degistirdigi bildirilmistir [18]. Stres
sartlart altinda, sitokinin ve giberellik asit kapsaminin
azalmasi, absisik asit kapsaminin artmasi [19-21];
biiyiimedeki gerilemenin, degisen hormon seviyesi
nedeniyle membran gegirgenligi ve su alimindaki
degisiklikler sonucu ortaya ¢iktigini akla getirmektedir
[22, 23].

Bu aragtirma, steril kabin igerisinde yapilan
caligmalarda hava akimmin eksplantlarin rejenerasyon
kapasitesi iizerine etkisini aragtirmak i¢in kurulmustur.
Arastirma sonuglari, eksplantlarin izole edildikten sonra
fazla hava akimina maruz kalmadan derhal rejenerasyon
ortamina yerlestirilmesi gerektigini ortaya koymustur.

30 dakika boyunca steril kabin igerinde hava akimina
maruz birakilan hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon
kapasitesinin 6nemli derecede azaldigi belirlenmistir.
Eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant basina en uzun
siirgiin boyu ve petride gelisen toplam siirgiin sayist;
hava akimina maruz birakilan eksplantlarda sirasiyla
410, 246 cm ve 41.00 olarak Ol¢lilmiistiir.
Rejenerasyon  ortamma  dogrudan  yerlestirilen
eksplantlarda ise eksplant basma siirgiin sayisi 4.85,
eksplant basina en uzun siirgiin boyu 3.32 cm ve petride
gelisen  toplam  siirgiin = sayist  48.50  olarak
gerceklesmistir.
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