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Ozet

Bitki doku kiiltlirii ortamlarinin temel bilesenlerinden biri karbon kaynagidir. Birgok
karbon kaynagi olmasina ragmen siikroz en ¢ok tercih edilenidir. Bu ¢alismada, farkli siikroz
konsantrasyonlar1 eklenmis Murashige ve Skoog (1962) (MS) besin ortamlarinda Pogostemon
erectus (Dalzell) Kuntze un siirgiin ucu eksplantlarindan in vitro klonal iiretimi arastirtlmistir.
Kiiltiir ortamlarinda siirglinlerin ¢ikislar1 farkli sikkroz uygulamasi ile degismistir. Kontrol
grubu ve 5 mg/L siikroz igeren kiiltiir ortamlarinda siirglinler ge¢ olugsmustur. Siirgiin
rejenerasyon yiizdeleri % 27.77-100 arasinda belirlenmigstir. Artan siikroz seviyesine gore
stirglin rejenerasyon degerleri artig gostermistir. Eksplant bagina siirgiin sayilar1 4.67-17.38
adet arasinda degismistir. Maksimum siirgiin sayis1 (17.38 adet) 30 g/L siikroz ile
desteklenmis kiiltlir ortaminda elde edilmistir. Siikroz etkisi ile siirgiin uzunluklar1 1,56-3,45
cm arasinda belirlenmistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu (3.45 cm) 40 g/L siikroz ilave edilmis
kiiltiirlerde kaydedilmistir. Minimum siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunluklar1 kontrol grubu
eksplantlarinda tespit edilmistir. Biiyiiyen stirglinler tizerinde kdk olusumlar elde edildigi icin
ayrica koklendirme c¢aligmasi gergeklestirilmemistir. Bitkiler ex vitro sartlara basariyla
alistirilmistir.

Anahtar kelimeler: Doku kiiltiirii, Karbon kaynagi, Siikroz, Siirgiin ucu
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In Vitro Shoot Regeneration Performance of Pogostemon erectus (Dalzell)

Kuntze in Culture Medium Containing Different Sucrose Concentrations

Abstract

One of the main components of plant tissue culture media is the carbon source.
Although there are many carbon sources, sucrose is most preferred. In this study, in vitro
clonal production from shoot tip explants of Pogostemon erectus (Dalzell) Kuntze in
Murashige and Skoog (1962) (MS) nutrient media with different sucrose concentrations were
investigated. In culture settings, the emergence of shoots changed with different sucrose
applications. In culture medium containing 5 mg/L sucrose and in control group, shoots were
formed late. The percentages of shoot regeneration were determined between 27.77-100 %.
Shoot regeneration values increased according to increasing sucrose level. The number of
shoots per explant ranged from 4.67 to 17.38. The maximum number of shoots (17.38) was
obtained in culture medium supplemented with 30 g/L sucrose. With the effect of sucrose,
shoot lengths were determined between 1.56-3.45 cm. The highest shoot length (3.45 cm) was
recorded in 40 g/L sucrose added cultures. The minimum number of shoots and shoot lengths
were determined in the control group explants. As root formations were obtained on growing
shoots, no rooting study was performed. The plants were successfully acclimatized ex vitro
conditions.

Keywords: Tissue culture, carbon source, sucrose, shoot tip

1. Giris

Bitki doku kiiltiirii tanimlanmis bir kimyasal kompozisyona sahip aseptik bir ortamda
hiicrelerin, dokularin veya organlarin kiiltiirlenmesi i¢in bir tekniktir. Bir diger ifade ile steril
bir bliyiime ortaminda kontrollii ¢evre kosullari altinda izole edilmis bitki hiicresinin veya
doku pargalariin biiyiimesidir. Doku kiiltiirii, bir bitki hiicresinin biitiin bir bitkiyi olusturma
yetenegine sahip olmasina (totipotensi) dayanir (Neelakandan ve Wang, 2012; Ikenganyia ve
ark. 2017; Phillips ve Garda, 2019). Doku kiiltiirii uygulamalari, molekiiler biyoloji
teknikleriyle birlestirildiginde, metabolik yolaklarin incelenmesi, hiicresel islemlerin
aciklanmasi; genetik miihendisligi araciligiyla biyotik ve abiyotik strese direncli hiicre hatlar
iretimi igin gelistirilmis bitkilerin elde edilmesi gibi 6nemli bir ara¢ haline gelebilir (Loyola-
Vargas ve Avilez-Montalvo, 2018).
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Bitki doku kiiltiirii teknolojisinin basaris1 kiiltiir ortami kompozisyonundan biiyiik
olciide etkilenir. /n vitro kosullar altinda, saglam ve saglikli bir bitki gelisimi icin dzellikle
makro besinler, mikro besinler, bitki biiyiime diizenleyicileri, vitaminler, amino asitler ve
diger azot takviyeleri ve sekerler (karbon kaynaklar1) gereklidir (Loyola-Vargas ve Avilez-
Montalvo, 2018; Yaseen ve ark. 2013).

Hiicre, doku ve organ kiiltiirleri tamamen ototrofik degildir. Ozmotik potansiyeli
stirdiirme, siirgiin proliferasyonu, koklenme gibi gelisimsel siiregler i¢in kiiltiir ortaminda
enerji ve karbon kaynagi olarak karbonhidratlara ihtiya¢ duyarlar (Abdullah ve ark. 2013;
Yaseen ve ark. 2013). Kiiltiir ortamlarinda genotiplere ve gelisimin spesifik asamalarina bagh
olarak cesitli karbon kaynaklar1 kullanilir. Bununla birlikte, siikrozun genellikle hiicre ve
doku kiiltiirii ortamlarinda tercih edilen seker oldugu kabul edilir (Ahmad ve ark. 2007;
Srivastava ve ark. 2017). Ek olarak siikkroz gen diizenleyiciler olarak da islev goriir. Bu
nedenle, bitki biiylimesi icin belirli bir siikroz konsantrasyonunun gereklidir. Bitkilerin
degisen siikroz icerigine, morfolojik ve anatomik degisimler uygulayarak cesitli genlerin
ekspresyonunu diizenledigi 6ne siiriilmiistir (Koch ve ark. 1996; Ghorbani ve ark. 2017).
Bitkilerin kullanabilecegi diger bazi ana sekerler arasinda monosakarit heksozlar (glikoz,
fruktoz, galaktoz ve mannoz), pentozlar (arabinoz, fruktoz, ksiloz), disakaritler (maltoz,
laktoz) ve trisakkarit (trisinarit) sayilabilir (Naik ve ark. 2017; Loyola-Vargas ve Avilez-
Montalvo, 2018).

Bu ¢alismada, farkli siikroz konsantrasyonlarina sahip kiiltiir ortamlarmin Pogostemon

erectus (Dalzell) Kuntze’nin in vitro ¢ogaltimi {izerindeki etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

P. erectus’un ylizey sterilizasyonu daha 6nce Dogan (2017) tarafindan yapilan igleme
gore sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra siirglin ucu eksplantlar1 izole edilerek bitki
bliyime diizenleyici eklenmemis Murashige ve Skoog (1962) (MS) besin ortamina
aktarilmistir. Kabin kosullar1 24°C'de sicaklik ve 16 saat aydinlatma seklinde ayarlanmistir.
Bu kiiltiir ortaminda yetistirilen dort haftalik bitkilerin siirglin ucu eksplantlar1 0. 5, 10, 20, 30
ve 40 mg/L siikroz ve 0.50 mg/L Zeatin ile desteklenmis MS ortamina transfer edilmistir.
Kiiltiir ortamlarinda ayrica % 0.65 agar kullanilmstir.

Besin ortamimin hazirlanmasinda ultra saf su kullanilmistir. Besi yerinin pH'si, 1IN

NaOH ve 1N HCI kullanilarak 5.7+1'e ayarlanmis ve ardindan 1.2 atmosfer basincinda ve 20
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dk boyunca 120°C'de sterilizasyon yapilmistir. Deneylerde eksplantlar, beyaz flouresan 11k
altinda altinda 24°C'lik bir sicaklikta ve 16 saatlik 151k fotodiyodunda inkiibe edilmistir.

Uzayan ve biiyliyen siirgiinlerde kok olusumlari meydana geldigi icin ayrica
koklendirme ¢alismalar1 gergeklestirilmemistir. Kokli siirgiinler daha sonra ex vitro kosullara
uyum saglamasi icin akvaryum ortamina transfer edilmistir. Akvaryum kosullart 24°C
sicaklikta ve 16 saat aydinlatmada ayarlanmistir.

Deneyler, ii¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir. Siirgiin rejenerasyon datalar1 SPSS 21
for Windows (Sosyal Bilimler I¢in Istatistik Paketi) ile analiz edilmistir. Post Hoc i¢in
Duncan testi gercgeklestirilmistir. Yilizde datalari arcsin doniisiimiine tabi tutulmustur

(Snedecor ve Cochran, 1967).

3. Bulgular ve Tartisma

Doku kiiltiirii ortaminin temel bilesenlerinden olan siikrozun, besin ortamindaki
miktar1 siirglin renenerasyonu onemlidir. Eksplantlarin farkli siikroz degerlerinde farkli
sonuglar gosterdigi bildirilmistir (Hdider ve Desjardines, 1994; Serret ve ark. 1997
Vinterhalter ve Vinterhalter, 1999; Faria ve ark. 2004; Gabryszewska, 2015). Bu ¢alismada,
farkl1 siikroz kosullarinda P. erectus 'un doku kiiltiirii ile tiretimi hedeflenmistir. Siirglin ucu
eksplantlarindan 10. giinde siirgiinler olugsmaya baglamigtir. Ardindan siirgiinlerin ¢ikis1 artan
siikroz konsantrasyonu ile orantili olarak hizli artis gostermistir. En geg¢ siirglin ¢ikislar
kontrol grubunda ve 5 g/L siikroz kullanilan kiiltiirlerde belirlenmistir. Mevcut ¢alismada
eksplant olarak siirgiin ucu kullanilmistir. Benzer sekilde daha once de siirglin ucu
eksplantlar1 ile basarili siirgiin rejenerasyon calismalar1 bildirilmistir (Dogan, 2017, 2018,
2019a; Ling ve ark. 2018; Haque ve Ghosh, 2019; Isah, 2019). Mevcut ¢alisma sekiz hafta
sonunda tamamlanmig ve datalar varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 1).

Cizelge 1°de verilen analiz sonuclarina gore farkl siikroz degerleri bakimindan siirgiin
rejenerasyon frekansi, slirglin sayist ve uzunlugu % 99 seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Bu anlamliligin 6l¢iisiinti belirlemek i¢in Duncun testi uygulanmigtir. Siirgilin

rejenasyon yiizdesi i¢in sonuglar Sekil 1°de gosterilmistir.
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Cizelge 1. Farkli siikkroz uygulamalarinin P. erectus’un siirgiin ucu eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Siirgiin Uzunlugu
Yiizdesi (%) Sayis1 (adet) (cm)
Varyasyon | Serbestlik | | |
K Kl Derecesi Kareler - Kareler - Kareler -
aynaidan Ortalamasi F degeri Ortalamasi F degeri Ortalamasi F degeri
Ortam 5 2617.63 18.85** 65.45 11.75%* 1.46 56.39**
Hata 12 138.90 - 5.57 - 0.03 -
Genel
Toplam 17 i i i i i i
** p<0.01 diizeyinde 6nemli
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Sekil 1. Farkli siikroz uygulamalarinin P. erectus’un siirgiin rejenerasyon yiizdesi lizerine
etkisi. Tim degerler ii¢ tekrarin ortalamasi almana gelir (n = 3). Dikey c¢ubuklar, standart
hatalar1 gosterir. Farkli harfler istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde anlamlidir (Duncan).

Stikroz etkisiyle eksplantlarin siirgiin rejenerasyon kapasiteleri ve yiizdeleri farklilik

gostermistir (p<0.05) (Sekil 1). Rejenerasyon frekanslar1 % 27.77-100 arasinda belirlenmistir.

Artan siikroz seviyesine gore siirglin rejenerasyon degerleri artis gostermistir. % 100

rejenerasyon frekanslart 10, 20, 30 ve 40 g/L silikroz uygulamasinda elde edilirken, % 27.77

rejenerasyon degeri siikroz igermeyen kiltliir ortaminda tespit edilmistir. Bu verilere




Uluslararasi Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisi Dergisi, 2(1): 1-12, 2019

dayanarak siirgiin rejenerasyon frekansinin kiiltlirdeki siikrozdan 6nemli derecede etkilendigi
ileri siiriilebilir.

Ortalama siirglin sayilarn ile siikroz etkilesimi Sekil 2’de gosterilmistir. Kultir
ortamindaki silirglin sayilar1 4.67-17.38 adet arasinda elde edilmistir. Maksimum siirgiin sayisi
17.38 adet ile 30 g/L siikroz eklenmis MS besin ortaminda (Sekil 3a), ardindan 16.44 adet ile
40 g/L siikroz eklenmis MS besin ortaminda (Sekil 3b) belirlenmistir. Fakat 10, 20, 30 ve 40
g/l siikroz iceren kiiltiirdeki eksplant basina siirgiin sayilar1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0.05). En diisiik eksplant basina siirgilinler ise siikroz igermeyen kiiltiirlerde
saptanmigtir. Srivastava ve ark. (2017) Bacopa monnieri (L.) Wettst.’nin bogum ve yaprak
eksplantlarin1 % 0.5-10 seviyesinde degisen siikroz eklenmis kiiltiir ortamina aktarmis ve
bogum eksplantlarinda maksimum siirgiin sayisin1 % 5 siikroz eklenmis kiiltiirlerde 22.6+0.31
adet olarak, yaprak eksplantlarinda % 3 siikroz eklenmis kiiltiirlerde 20.6+0.35 adet olarak
tespit etmistir. Ayrica en yiiksek seviyede (% 10) siikroz igeren kiiltiirlerdeki eksplantlardan
stirglin ¢ikiglarinin hi¢ olmadig: bildirilmistir. Dogan (2019) 30 g/L siikroz ve thidiazuron ve
2,4-Diklorofenoksiasetik asit eklenmis kiiltiir ortaminda P.erectus’un siirgiin ucu
eksplantlarindan in vitro ¢ogaltimini arastirmis ve en yiiksek siirgiinleri 29.39 adet olarak
tespit etmistir. Rasheed ve Yaseeen (2013) % 3 siikroz uygulamasinin Asparagus
densiflorus’in iiretimi i¢in en uygun konsantrasyon oldugunu bildirmistir. Bu sonuglar
incelendiginde, kiiltiir ortamlarindaki siikroz seviyesinin eksplant bagina siirgilin sayisini i¢in
onemli oldugu ve siikrozun etki degerlerinin bitki tiirline goére farklilik gdsterebilecegi

anlagilmaktadir.



Uluslararasi Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisi Dergisi, 2(1): 1-12, 2019

a
ab a
ab
C i i
0
10 20 30 40

Siikroz konsantrasyonu (g/L)

— ro k2
h (=] h
=

—
<

Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
L

Sekil 2. Farkli siikroz uygulamalarinin P. erectus’un eksplant basina siirgiin sayisi {izerine
etkisi. Tiim degerler {i¢ tekrarin ortalamasi almana gelir (n = 3). Dikey cubuklar, standart
hatalar1 gosterir. Farkli harfler istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde anlamlidir (Duncan).

Farkli seviyelerde siikroz eklenmis kiiltlir ortaminda siirglin uzunluklari1 1.56-3.45 cm
arasinda belirlenmis ve veriler p<0.05 diizeyinde anlamli ¢ikmistir (Sekil 4). Kiiltiire eklenen
stikroz seviyesi arttik¢a, eksplantlardan ¢ikan siirgiin sayilar: da artis gostermistir. En yiiksek
stirgiin uzunluklar1 3.45 cm 40 g/L siikroz ilave edilmis kiiltiirlerde, ardindan 3.37 cm ile 30
g/L siikroz ilave edilmig kiiltiirlerde elde edilmistir. Sekil 4’te goriildiigi gibi 40 ve 30 g/L
stikroz seviyelerinde elde edilen siirgiin uzunluklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0.05). En disiik siirgiin uzunluklari 1.56 cm ile kontrol grubu eksplantlarinda tespit
edilmigtir. Siikrozun kiiltiir ortaminda hi¢ bulunmamasi siirgiin uzunlugunu 6nemli derecede
diisiirmiistiir (p<0.05). Bu sonuglar degerlendirildiginde, eksplantlardan ¢ikan rejenere
siirglinlerin uzamasi i¢in hormonlar kadar siikroz’unda 6nemli oldugu anlasilmaktadir. Benzer
sekilde Naik ve ark. (2017) siikroz, glukoz, fruktoz, maltoz, sukroz + glukoz (1:1), sukroz +
maltoz (1:1), glukoz + fruktoz (1:1), glukoz + maltoz (1:1), fruktoz + sukroz (1:1) ve fruktoz
+ maltoz (1:1) igeren kiiltiir ortaminda Bacopa monnieri (L.) Wettst.'nin siirgiin rejenerasyonu
iizerinde ¢alisma yiirlitmiis ve yiiksek sayida rejenere siirgiinleri siikrozu tek kiiltiir kiiltiirde

elde edilmistir.
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Sekil 3. Farkl: siikkroz uygulanan kiiltiir ortaminda P. erectus’un siirgiin ucu eksplantlarindan
siirglin rejenerasyonlari. (a) 30 g/L siikroz iceren MS ortaminda (b) 40 g/L siikroz igeren MS
ortaminda siirgiin rejenerasyonlari

Kiiltiir ortaminda siikroz etkisi ile iiretilen siirgiinlerden kdkler olustugu icin direkt
olarak ex vitro kosullara alistirllmak i¢in hazirlanmistir. Bitkiler {izerindeki besinler
temizlendikten sonra su bulunan akvaryum kosullarna aktarilmis ve {i¢ haftanin sonunda

bitkiler dis kosullara basariyla alistirilmistir.
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Sekil 4. Farkli siikroz uygulamalarinin P. erectus’un siirgiin uzunlugu tizerine etkisi. Tiim
degerler ti¢ tekrarin ortalamasi almana gelir (n = 3). Dikey ¢ubuklar, standart hatalar1 gosterir.

Farkli harfler istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde anlamlidir (Duncan).

4. Sonug¢

Bitki doku kiiltiiriinde eksplantlardan siirgilin rejenerasyonu ve i¢in daha iyi bliylime ve
gelisme saglamak icin karbon kaynaklari dnemlidir. Siikroz doku kiiltiiriinde en yaygin
kullanilan karbon kaynagidir. Bu ¢aligmada, degisen siikroz varliginda P. erectus’un siirgiin
rejenerasyon kapasiteleri degerlendirilmis ve siirgiin sayist ve uzunlugu i¢in siikroz varliginin
onemi vurgulanmigtir. Kiiltiir ortamindaki siikroz optimizasyonun siirglin sayisint artirdigi
belirlenmistir. P. erectus’un in vitro tiretimi i¢in en iyi siikroz degeri 30 g/L olarak tespit

edilmistir. Bu sonuglar, P. erectus’un ¢oklu iiretimi i¢in yardimei olabilir.
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