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Ozet

Bitki doku kulturii ¢galismalarinda sicaklik ve pH énemli faktorlerdir. Bu faktorlerin optimizasyonu goklu
bitki Gretimi icin 6nemlidir. Bu ¢alismada, farkli sicaklik (15-30°C) ve pH (5.5-6.6) kosullarinda Rotala rotundifolia
(Buch-Ham. ex Roxb) Koehne’nin etkili ve hizli Gretimi igin bir optimizasyon galismasi amaclanmistir. Sicaklik
calismalarinda, ilk stirgiin rejenerasyonlari 25°C'de 12. glinde goézlenmistir. En ylksek siirglin rejenerasyon
frekanslari (%100) 20 ve 25°C’'de elde edilmistir. Maksimum eksplant basina siirglin sayisi (23.38 adet) ve en uzun
sirgilinler (1.74 cm) 25°C’de elde edilmistir. Farkli pH uygulamalarinda, en ylksek siirglin rejenerasyon oranlari
(%100) pH 5.5 ve 6’da tespit edilmistir. En fazla eksplant basina slirglin sayisi (20.44 adet) ve en uzun sirginler
(1.71 cm) pH 6’'da kaydedilmistir. Eksplantlar genellikle yliksek pH degerlerinde daha uzun siirgiinler vermistir.
Kiltir ortaminda Uretilen sirgiinler kéklendirildikten sonra akvaryum ortamina basariyla alistirilmigtir. Sonug
olarak, R. rotundifolia’nin in vitro Gretimi i¢in optimum degerler 25°C sicaklik ve pH 6 olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Doku kultird, pH, sicaklik, slirglin rejenerasyonu, stirgiin ucu eksplanti.

The Effect of Different Temperature and pH on Axillary Shoot Regeneration of Rotala
rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) Koehne

Abstract

Temperature and pH are important factors in plant tissue culture studies. The optimization of these
factors is important for multiple production of plants. In this study, an optimization study for the efficient and
rapid production of Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) Koehne in different temperature (15-30°C) and pH
(5.5-6.6) conditions was aimed. In temperature studies, the first shoot regeneration was observed at 25°C on the
12th day. The highest shoot regeneration frequencies (100%) were obtained at 20 and 25°C. The maximum
number of shoots per explant (23.38) and the longest shoots (1.74 cm) were obtained at 25 °C. In different pH
applications, the highest shoot regeneration rate (100%) was determined at pH 5.5 and 6. The maximum number
of shoots per explant (20.44) and the longest shoot (1.71 cm) were recorded at pH 6. The explants usually gave
longer shoots at higher pH values. After the shoots produced in the culture medium were rooted, they were
successfully used in the aquarium environment. As a result, the optimum values for in vitro production of R.
rotundifolia were found to be 25°C temperature and pH 6.0.

Key words: Tissue culture, pH, temperature, shoot regeneration, shoot tip explant.

Girig ve ark., 2009). R. rotundifolia'da bulunan aktif

Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) bilesiklerin, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ~ (DPPH)
Koehne Lythraceae familyasina ait (Zhang ve ark., radikal ve slperoksit anyon Uretimi yoluyla
2011) tibbi bitkiler arasinda yer almaktadir. R. antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve kaempferol
rotundifolia, Cin'in Yunnan eyaletinde, romatizma ve kuersetin gibi bilesiklerin anti-HBV aktivitesi
ve eklem agrisinin tedavisinde kullanilmaktadir (Tan gosterdigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2011).
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Bitki doku kalturd, aseptik ortamda ve
kontrollG 151k, sicaklik ve nem kosullari altinda
sentetik bir besin ortami kullanilarak bitki hicre,
doku ve organlarini kiiltiire alma teknigidir. Bitki
doku kiltiiriintin temel bir bilim olarak gelisimi, bitki
hormonlarinin  kesfi ve karakterizasyonu ile
yakindan iliskilidir. Bitki hiicrelerini ve dokularini
buyutme ve gelisimlerini kontrol etme yetenegi
sayesinde doku kaltira tarim ve bahgecilik gibi
onemli alanlarda kullanilmaya baslanmistir. Ayrica,
bu teknik bitki genetik mihendisligi icin 6n kosuldur
(Rai ve ark., 2011; Dagla, 2012; Hussain ve ark.,
2012). Doku kulturi tekniklerinin gelistirilmesi
temelde hicrelerinin  totipotensitesi 06zelligine
dayanir (Garcia-Gonzales ve ark., 2010). Hiicrenin
totipotensi 6zelligi, tim canl hicrelerin genetik
olarak 6zdes hiicreyi meydana getirme ve ardindan
hiicresel bolinme ve farklilasma ile doku, organ,
sistem ve tam bir birey olusturabilmesidir (Takebe
ve ark., 1971; Garcia-Gonzales ve ark., 2010).

Bir bitkinin hiicre veya doku béliminden
gelisimini tetikleyen mekanizmalar, bitki tlrine,
doku gesidine ve yasina ve gevresel kosullara gore
degisen faktorlere baghdir (Razdan, 2003). Bu
nedenle, bu calismada abiyotik faktérler olan
sicaklik ve pH’in doku kiltirt kosullarinda bitki
Giretimi Gizerine etkisi incelenmistir. Farkli sicaklik ve
pH kosullarinda R. rotundifolia’nin in vitro etkili ve
hizlh  Gretimi igin bir optimizasyon ¢alismasi
kurgulanmistir. Daha 6nce bu bitkinin in vitro
iretimi Gizerine pH ve sicaklik etkilerinin arastirildigi
bir calisma tespit edilememistir. Bu rapordaki
bilgilerin  ve tartismalarin  tibbi  bitki R.
rotundiolia’nin doku kdltari ile blyuk olcekli
Giretilmesinde yardimci olabilecegini umuyorum.
Ayrica, bu bitkinin buytk olgekli Uretilmesi ile
degerli biyoaktif bilesikler yliksek seviyelerde elde
edilebilir ve boylece kimya sanayi ve ilag sanayi gibi
alanlarda kullanilabilir (Ho ve ark., 2012).

Materyal ve Yontem
Yiizey sterilizasyonu

Bitki materyali olan R. rotundifolia,
Turkiye'nin Konya ilinde yer alan akvaryumculardan
temin edilmis ve tanimlanmasi Haining ve ark.
(2007)’ye gore teyit edilmistir. R. rotundifolia'nin
ylzey sterilizasyonu, 10 dakika boyunca %20
hidrojen peroksit (H,0,) ile muamele edilerek
saglanmustir. 5 dk sire ile 3 kez durulamadan sonra,
sirglin ucu eksplantlari izole edilmistir. Eksplantlar
daha sonra hormonsuz Murashige ve Skoog (MS)
temel besin ortamina aktarilmistir (Murashige ve
Skoog, 1962). Deneylerde, bu kiltir ortaminda
gelistirilen 4 haftalik strgin ucu eksplantlar
kullaniimustir.
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Sicaklik denemesi

Doku kaltira icin %3 sukroz, %0.65 agar ve
0.50 mg L Zeatin (ZEA) iceren MS besin ortamlari
olusturulmustur. Kaltirlerin pH'I otoklavlanmadan
once 1N NaOH ve 1N HCl ile 5.7 £ 0.1'e getirilmistir.
Ardindan ortamlar 120°C'de 20 dakika boyunca 118
kPa atmosferik basingta otoklava alinmistir. Bitiin
kiltirler, beyaz floresan lambalar altinda 16 saat
15tk fotoperyodunda (5000 liks), 24+1°C'de inklbe
edilmistir. ~ Sicaklik  uygulamalari icin  R.
rotundifolia’nin  slirglin ucu eksplantlar izole
edilerek, kultir ortami igerine vyerlestirilmistir.
Kaltlrler iklim kabininde 15, 20, 25 ve 30 °C de alti
hafta siliresince bekletilmistir. Ardindan deneme
sonlandiriimis ve veriler alinmistir.

pH denemesi

pH uygulamalarin igcin MS besin ortamlarina
%3 sukroz, %0.65 agar ve 0.50 mg L' ZEA
eklenmistir. Kiltir ortamlarinin pH’st IN NaOH ve
IN HCl ile 5, 5.5, 6 ve 6.5 olarak ayarlanmistir.
Ardindan ortamlar 120°C'de 20 dakika boyunca 118
kPa atmosferik basingta otoklava alinmistir. R.
rotundifolia’nin  slrglin ucu eksplantlari izole
edilerek bu farkli pH’lara sahip MS besin
ortamlarina transfer edilmistir. BUtin kultdrler,
beyaz floresan lambalar altinda 16 saat isik
fotoperyodunda (5000 liks), 24+1°C'de inkibe
edilmistir. Ardindan deneme sonlandiriimis ve
veriler alinmistir.

in vitro kéklendirme ve alistrma

In vitro koklendirme c¢alismasi icin rejenere
sirglinlerden yaklasik 2.5 cm uzunlugunda kesilen
Ust gévde parcalari, 4 hafta boyunca 0.25 mg L?
indol-3-biitirik asit (IBA) ile takviye edilmis MS
ortamindaki Magenta GA7® kaplarinda kiltire
alinmistir (beyaz floresan lambalar altinda 16 saat
1sik fotoperyodunda (5000 liiks). Koklu sirgiinler
daha sonra dis kosullara alismak icin akvaryum
ortamina  aktarilmustir.  Akvaryum  zeminine
yuksekligi 4-5 cm olan nehir kumu yerlestirilmistir.
Akvaryum kosullari 242C sicaklikta ve 16 saat 1sik
(beyaz floresan lambalar-5000 liiks) 8 saat karanlik
olacak sekilde ayarlanmistir.

Istatistiksel analizler

Denemelerde 6 tekrar halinde kurulmustur.
Calismadan elde edilen veriler, SPSS 21 programiile
analiz edilmistir. Post Hoc testleri igin Duncan
testleri uygulanmistir. istatistiki analiz yapilmadan
once yluzde degerler arksin transformasyonuna tabi
tutulmustur (Snedecor ve Cochran, 1997).

Bulgular ve Tartisma
in vitro mikrogogaltim calismalari sicaklik ve
pH bagimlidir. 6.3 ile 5.7 arasinda degisen hafif



Tark Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 6(4): 826—-834, 2019

asidik pH degerleri ve 20 ile 25°C arasindaki sicakhk

degerleri 6zellikle cogu tiirtin in vitro gelisimi ve kdk Farkli sicaklik denemesi

olusumu icin uygun gibi gériinmektedir (Ebrahim ve Farkh  sicakliklarda  kdltir  alinan  R.
Ibrahim, 2000; Emsen ve Dogan, 2018; Benahmed rotundifolia’nin ilk slirgin rejenerasyonlari 25°C'de
ve ark., 2018; Dogan, 2019). Fakat, pH ve sicaklik i¢in 12. glinde belirlenirken, 15°C'de ise 18. giinde
bitkilerin istedikleri optimum degerler tire goére belirlenmistir. Dort hafta sonunda goklu sirglinler
degisim gosterebilmektedir. Bu c¢alismada, R. kiltlir ortaminda belirgin sekilde gozlenmistir. Alti
rotundifolia’nin  stirgiin  ucu eksplantlari  farkh hafta sonunda deneme sonlandirilmis ve kiltir
sicaklik ve pH uygulamalarina tabi tutulmus ve in ortaminda gelisen ve biyiyen siirglinlerin verileri
vitro ¢ogaltim icin optimum sicaklik ve pH degerleri alinarak varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge
belirlenmistir. 1).

Cizelge 1. Farkli sicaklik etkisinin R. rotundifolia’nin siirgiin ucu eksplantlarindan siirglin rejenerasyonuna ait
varyans analizi

Siirgiin rejenerasyon Eksplant bagina siirgiin Siirgiin uzunlugu
uzdesi (% det
Varyasyon Serbestlik yiizdesi (%) sayist (adet) (cm)
kaynaklari  derecesi Kareler F Kareler F Kareler F
ortalamasi degeri Ortalamasi degeri ortalamasi  degeri
Sicaklik
Ortam 3 393.68 4.25% 42.51 2.99 % 0.22 30.62**
Hata 8 92.63 - 14.22 - 0.01 -
Genel 11 i i i i i i
toplam

** n<0.01 diizeyinde énemli; * p<0.05 diizeyinde dnemli ; % énemsiz.

Varyans analizinde gézlendigi gibi (Cizelge 1), 1.74 cm arasinda siralanmistir (Sekil 1C). Kaltir
sicaklik uygulamalarinda eksplant basina sirgiin ortaminda en uzun surgunler 1.74 cm ile 25°C
sayisi 6nemsiz bulunurken, sirgin rejenerasyon sicakhkta elde edilmistir. En kisa sirgilinler ise en
ylzdesi p<0.05 seviyesinde ve slrgiin uzunlugu distk sicaklik uygulamasinda 1.15 cm olarak
p<0.01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli Olculmusgtar.
bulunmustur. Bu farklihigin  6énem  dizeyini Farkh sicakhlk  uygulamalari altinda
belirlemek amaciyla Duncan testi yapilmistir (Sekil eksplantlarin rejenerasyon kapasiteleri degismistir.
1). Sicakhk, bitki blylimesini, gelisimini etkileyen ve

Farkli sicaklik uygulamalari sonucu sirgin ayrica  bitkilerde  morfolojik, fizyolojik  ve
rejenerasyon ylzdeleri %77.77-100 arasinda biyokimyasal  degisiklikleri  tetikleyen baslica
siralanmistir  (Sekil 1A). En vyiksek sirgin cevresel faktorlerdir (Waraich ve ark., 2012).
rejenerasyon frekanslari (%100) 20 ve 25 °C’de elde Ozellikle sicakhk internod uzunlugu, bitki boyu,
edilmistir. En disik silirglin rejenerasyon frekansi yaprak yoni, sdrgin yoni, klorofil icerigi, yan
ise (%77.77) 15°C'de belirlenmistir. Dusik sicaklik dallanma ve yaprak sapi ve bitkilerde ¢icek sapi
eksplantlarin  stirgiin  rejenerasyon degerlerini uzamasini etkiler (Myster ve Moe, 1995).
diigirmustar. Mevcut calismada 25°C'den daha yiksek

Eksplant basina sirgln sayisi farkli sicakhk sicakhklara gegislerde siirgiin  sayilari  azalig
uygulamalari ile istatistiksel olarak p<0.05 gostermistir. Bunun sebebi yliksek sicaklik etkisi ile
seviyesinde anlamh bulunmus olup, 14.36-23.38 birlikte reaktif oksijen tirlerinin (ROS) hizli Gretimi
adet arasinda degismistir (Sekil 1B). En yiksek ve birikmesinden kaynaklanabilir (Almeselmani ve
eksplant basina slirgiin sayisi 23.38 adet ile 25°C ark., 2006; Xu ve ark., 2008). Bu yiiksek ROS
sicaklikta (Sekil 2), arindan ise 20.27 adet ile 20°C seviyeleri tim hiicresel bilesikler icin zararhdir ve
sicaklikta elde edilmistir. Buna karsin, en disuk hlcresel metabolik siiregleri olumsuz yonde etkiler
surglin sayisi 14.36 adet ile 15°C sicaklikta tespit (Breusegem ve ark., 2001). Ayrica, yiiksek
edilmistir. sicakhklarin  bitkilerde protein denatiirasyonu,

Genel olarak artan sicaklik uygulamasi protein sentezinin inhibisyonu ve membran
surglinlerin  uzunluklari Gzerinde olumlu etki lipidlerinin akiskanliginin artmasi gibi dogrudan
gostermistir. Rejenere stirgtinlerin uzunluklar 1.15- zararlari da bulunur (Waraich ve ark., 2012).
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Sekil 1. Farkh sicaklik uygulamalarinin R. rotundifolia’nin siirglin ucu slrglin rejenerasyonuna etkisi. Farkh
sicakliklarda R. rotundifolia’nin sirgin ucu eksplantlarinin siirglin rejenerasyon ylzdesi (A), eksplant basina
surgiin sayisi (B) ve stirglin uzunlugu (C) verileri. Tium degerler alti tekrarin ortalamasi almana gelir (n = 6). Dikey
¢ubuklar, standart hatalari gosterir. Farkli harfler ile gosterilen degerler, istatistiksel olarak farklidir (p<0.05;
Duncan).
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Sekil 2. 25°C sicaklik uygulamasi altinda rejenere R. rotundifolia stirginleri.

Farkli pH denemesi sonunda ¢oklu surginler kiltir ortaminda belirgin

Farkh pH seviyelerinin R. rotundifolia’nin in sekilde izlenebilmistir. Alti hafta sonunda deneme
vitro  Uretimi  (zerine etkileri  Sekil 3’de sonlandiriimis ve veriler alinarak varyans analizi
gosterilmistir. ik stirgiin ¢ikislari genel olarak 11. uygulanmistir (Cizelge 2).

ginde gozlenmeye baslanmistir. Dort hafta

Cizelge 2. Farkli pH etkisinin R. rotundifolia’nin stirglin ucu eksplantlarindan siirglin rejenerasyonuna ait varyans
analizi

Siirgiin rejenerasyon Eksplant bagina Siirgiin uzunlugu
Varyasyon serbestlik yuzdesi (%) stirgiin sayisi (adet) (cm)

kaynaklari derecesi Kareler F Kareler F Kareler F

ortalamasi degeri ortalamasi degeri ortalamasi degeri
pH
Ortam 3 185.26 2.00 % 42.89 4.03* 0.05 9.60**
Hata 8 92.63 - 10.64 - 0.01
Genel toplam 11 - - - - - -

** p<0.01 diizeyinde énemli; * p<0.05 diizeyinde énemli ; % dnemsiz

pH etkisi ile ortamlar arasinda eksplant edilmistir. En dislk rejenerasyon yiizdesi (%83.33)
basina  slrgin  sayist  bakimindan  p<0.05 pH 5’te belirlenmistir.
seviyesinde, slirgiin uzunlugu bakimindan p<0.01 Surgiin sayisi bakimindan pH o6nemli bir
seviyesinde istatistiksel olarak anlamh farkhhklar faktor olarak bulunmustur. Kiltir ortaminda siirgiin
tespit edilirken, slirglin rejenerasyon ylzdesi rejenerasyon sayilari pH etkisi ile degismistir (Sekil
onemsiz bulunmustur (Cizelge 2). Bu farkhhgin 3B). En fazla eksplant basina siirglin sayisi (20.44
6nem dizeyini belirlemek amaciyla Duncan testi adet) pH 6’da (Sekil 4), arindan ise pH 5.5’te tespit
yapilmistir (Sekil 3). edilmistir (19.38). En dusik ortalama siirglin sayisi

Kiltir ortaminin pH’si stirglin rejenerasyon pH 12.33 adet ile pH 5’te kaydedilmistir. pH 5.5, 6 ve
ylzdelerini etkilemis ve %83.33-100 arasinda 6.5 degerlerinde elde edilen siirglin sayilar kendi
siralanmistir  (Sekil 3A). En yuksek sirgin aralarinda istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
rejenerasyon oranlari (%100) pH 5.5 ve 6'da tespit (p>0.05).
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pH degisimleri rejenere siirglin uzunluklarini 6 oldugu kiltir ortaminda elde edilirken, en kisa
onemli olclide degistirmistir (p<0.05) (Sekil 3C). sirglinler pH'In 5 oldugu kiiltir ortaminda tespit
Kiltir ortamlarindaki slirgtin uzunluklari 1.48-1.71 edilmistir. Eksplantlar genellikle yiksek pH
cm arasinda kaydedilmistir. En uzun sirginler pH'in degerlerinde daha uzun sirginler vermistir.
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Sekil 3. Farkli pH uygulamalarinin R. rotundifolia’nin slirglin ucu slirglin rejenerasyonuna etkisi. Farkl pH’larda R.
rotundifolia’nin slirglin ucu eksplantlarinin slirglin rejenerasyon ytizdesi (A), eksplant basina slirglin sayisi (B) ve
strgun uzunlugu (C) verileri. Tim degerler alti tekrarin ortalamasi almana gelir (n = 6). Dikey ¢ubuklar, standart
hatalari gosterir. Farkl harfler ile gésterilen degerler, istatistiksel olarak farklidir (p<0.05; Duncan).

831



Turk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 6(4): 826834, 2019

! ey

Sonuglar incelendiginde pH etkisi ile
eksplantlardan c¢ikan siirglin rejenerasyon yizdesi,
sirglin sayisi ve uzunlugu onemli derecede
degismistir. Bunun temel sebebi, doku ve organ
kiltirlerinde ortamin  pH seviyesinin bitkinin
bliyime, gelisme ve sekonder metabolit seviyesi
etkilemesinden kaynaklanabilir (Williams ve ark.,
1990). Clnkl bitki hicreleri ve dokulari kiltiir
ortaminda blylme ve gelisme igin optimum bir
hidrojen iyon konsantrasyonu gerektirir. pH,
bitkilerin besin alimini ve enzimatik ve hormonal
aktivitelerini etkiler (Bhatia ve Ashwath, 2005).
Optimum pH seviyesi, hiicre bélliinmesini ve
surgunlerin  buyumesini etkileyen sitoplazmik
aktiviteyi diizenler (Brown ve ark., 1979). pH, kok ve
stirgiin indiksiyonu gibi farkli morfogenetik fazlara
gore de degisiklik gosterebilir (Ostrolucka ve ark.,
2004). Ayrica, hicresel baylime, gen ekspresyonu
ve transkripsiyonu da pH sayesinden etkilenebilir
(Lager ve ark., 2010).

Farklh pH’larda surglnlerin rejenerasyon
kapasitelerindeki  degisim,  kiltir  ortaminin
katilasma durumu ile de iliskili olabilir. Clnkd pH,
katilasma maddesinin (agar) ortamdaki durumunu
da etkiler. 6'dan yiksek bir pH ¢ok sert bir ortam
olustururken ve 5'ten disiik bir pH yeterince sert
ortam olusturmaz (Bhatia ve Ashwath, 2005). Bu da
eksplantlarin  siirglin  rejenerasyon kapasitesi
lizerinde farkli etkiler géstermesine neden olabilir.

Coklu Gretim amaglanan bitkilerde pH'ya
bagl degisimler daha once de bildirilmistir.
Bademde maksimum rejenerasyon hizi, orta pH
5.9'da kaydedilmistir (Tabachnik ve Kester, 1977).

Sekil 4. pH 6 uygulamas altinda rejériere R. rotundifolia surgtinleri.
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Oksinsiz bir ortamda pH 5.7'de zigotik havug
embriyolarindan somatik embriyolar gelistirilmistir
(Smith ve Krikorlan, 1990). Yine kiltlrin etkin
Uretimi icin optimum pH 5.5 ile 6.0 arasinda
degistigini bildirmistir (Jalil ve ark., 2015). Ortam
pH'inin daha da artmasi ise NOs™ ve mikro besinlerin
zayif mevcudiyeti nedeniyle blylmeyi
engelleyebilir (Owens ve ark., 2005).

MS besin ortaminda pH ve sicakhk
uygulamalar altinda (retilen bitkiler 2.5 cm
uzunlugunda kesilerek 0.25 mg L IBA iceren MS
ortaminda koklendirilmistir. Ardindan akvaryum
ortamina basariyla alistiriimgtir.

Sonug ve Oneriler

Bu ¢alisma, farkli pH ve sicaklik uygulamalari
altinda R. rotundifolia’nin sirglin rejenerasyon
kapasitelerindeki degisimleri ortaya koymaktadir.
Ayrica bu bitkinin Gretimi icin gerekli pH ve sicakhk
degerlerinin optimizasyonunu sunmaktadir.
YirGtllen calisma sonucunda, Uretim igin en iyi
sicaklik 25°C ve pH 6.0 olarak tespit edilmistir. Doku
kaltird ortaminda bitkilerin ¢oklu Gretimi igin gesitli
optimizasyon c¢alismalari yurutilmektedir. Bu
calismalar genellikle, farkli eksplant ve bitki bliylime
diizenleyicileri Gzerine yiritilmektedir. Mevcut bu
calisma, bitki gelisimini dogrudan etkileyen sicaklik
ve pH faktorleri izerine odaklanmistir. Boylece in
vitro Uretim igin bitkilerin istedikleri pH ve sicaklik
degerleri i¢cin 6n fikir sunabilir. Ayrica R.
rotundifolia’nin goklu tiretimi igin yardimci olabilir.
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