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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

IN VITRO KOSULLARDA Bacopa monnieri L."NIN FARKLI KIMYASAL
MUTAJENLERIN ETKISI

Kiibra MiRZA

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARATAS
Yil 2020, 50 Sayfa

Jiiri
Prof. Mehmet KARATAS
Prof. Dr. Muhammad AASIM
Doc. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI

Bacopa monnieri L. ¢ogunlukla Hindistan’da yetisen, ozellikle norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ve soyu titkenmekte olan sifali bir akuatik bitkidir. Yabanil tipinin korunmasi ve
iyilestirilmesi bitki icerisindeki sekonder metabolit olan Bacoside A’ya baglidir. Bu yiizden son yillarda
B. monnieri’nin genetik gesitliliginin degerlendirilmesi i¢in yapay olarak uyarilmis mutasyon Ve in vitro
doku kiiltiirii uygulamasi gibi farkli biyoteknolojik ve molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak; bitkiyi
korumanin ve genetik iyilestirmenin amaglanmasiyla farkli ¢aligmalar yapilmaktadir. Arastirmamizda B.
monnieri bitkisini in vitro doku kiiltiirii teknigi ile farkli mutajenlerin (NaNs; ve EMS) 0,2mg/L, 0,1mg/L,
0,05mg/L ve 0,025mg/L dozlarinda; 120, 60 ve 30 dakika boyunca mutajen ¢ozeltilerin iginde maruz
birakilarak ikincil metabolitin arttirilmasi amaglanmug, bitkinin rejenerasyonuna ve morfolojik
ozelliklerine olan etkileri de kargilagtirilmigtir. Kullanilan mutajenlerde en verimli sonuglar genellikle
EMS icin 0,2mg/L, 0,Img/L konsantrasyonlarinda ve 120 dakikada gozlemlenirken, NaNs’de ise
genellikle 0,025mg/L, 0,05mg/L konsantrasyonlarinda ve 120 dakika olarak belirtilmistir.

) Anahtar Kelimeler: Akuatik bitki, Bacopa monnieri L., Biyoteknoloji, Doku Kiiltiirii, EMS,
In vitro, NaNs, Mutajen.



ABSTRACT

MS THESIS

THE EFFECT OF Bacopa monnieri L. ON DIFFERENT CHEMICAL
MUTAGENES UNDER IN VITRO CONDITIONS.

Kiibra MIRZA
Advisor: Prof. Mehmet KARATAS
Year 2020, 50 Pages

Jury
Prof. Dr. Mehmet KARATAS
Prof. Dr. Muhammad AASIM
Assoc. Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI

Bacopa monnieri L. is an endangered medicinal aquatic plant that grows mostly in India and is
used especially in the treatment of neurodegenerative diseases. Protection and improvement of wild type
depend on Bacoside A, the secondary metabolite in the plant. Therefore, by using different
biotechnological and molecular biological techniques such as artificially induced mutation and in vitro
tissue culture application to evaluate the genetic diversity of B. monnieri; Different studies are carried out
to protect the plant and genetic improvement. In our study, B. monnieri plant was used in vitro tissue
culture technique with different mutagens (NaNs; and EMS) at 0.2mg / L, 0.1mg / L, 0.05mg / L, and
0.025mg / L doses; It was aimed to increase the secondary metabolite by exposure in mutagen solutions
for 120, 60 and 30 minutes, and its effects on the regeneration and morphological properties of the plant
were also compared. For the mutagens used, the most efficient results were generally observed at 0.2mg /
L, 0.1mg/ L concentrations and 120 minutes for EMS, while for NaNj3 it was generally stated as 0.025mg
/L, 0.05mg / L concentrations and 120 minutes.

Keywords: Aquatic plant, Bacopa monnieri L., Biotechnology, EMS, In vitro, NaNs,
Mutagen, Tissue culture.



ONSOZ

Bu tez calismasinda, akuatik bir bitki tiirii olan Bacopa monnieri L.’nin
kullanilan farkli mutajenlerin, farkli konsantrasyonlardaki ve farkli siirelerdeki
rejenerasyonuna ve morfolojik 6zeliklerine bakilarak in vitro doku kiiltiirii teknigi ile
bitkide ki 6nemli metabolit olan Bacoside A igeriginin gelistirilmesindeki potansiyel
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L, ml, pl
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EMS
KO
SD
VK

SIMGELER VE KISALTMALAR

Aciklama
Santimetre

Santimetrekare

Gram, miligram, mikrogram

Hidroklorik Asit

Litre, mililitre, mikrolitre

Murashige ve Skoog Temel Besin Ortami
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Serbestlik Derecesi (Degree of Freedom)
Varyansin Kaynag1 (Source of Variance)
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1. GIRIS

Plantaginaceae familyasina ait bir bitki olan Bacopa monnieri L., Brahmi adiyla
da bilinen yar1 sucul bir bitkidir. Sulak alanlarda (6rnegin bataklik gibi), sicak ve nemli
bolgelerde yetismektedir (Behera ve ark. 2016). Diinya iizerinde yogunluk olarak Dogu
iilkelerinde goriilmekte olup Hindistan'da bu oran daha yiiksektir olmasina ragmen
Avustralya ve Amerika'nin Florida eyaletinde de yetismekte oldugu bilinmektedir
(Khare, 2003; Daniel, 2005). B. monnieri basta Hindistan'da olmak {izere tibbi

amaglarla kullanilmanin yani sira, ticarette daha ¢ok kullanilir ve Hindistan’da ihracat

edilen bitkilerin arasinda 2.sirada yerini alir.

: e

28 o \ A
Sekil 1.1. Bacopa monnieri L. bitkisinin genel gortiniimi.




B. monnieri bitkisinin yapraklart genellikle kisa, genis ve basit yapilidir
(Sekil:1.1). Siirgiin uzunluklar1 10 ile 30 cm arasinda degisir. Beyaz ve mavi renkli
cicekleri yaz aylarinda ortaya ¢ikar (Bone 1996). Pek c¢ok biyoaktif materyali
biinyesinde tasir ve bunlardan en énemlisi de Bacoside A'dir. Aslinda B. monnieri’nin
bugiine kadar korunmasimin ve iyilestirme g¢alismalarin yapilmasinin temelinde bu
kimyasal madde igerigi vardir.

B. monnieri, talebin artmasi sonucu yok olma riskiyle kars1 karsiyadir. Bitkiyi
korumak ve istenilen Bacoside A igerigini karsilamak ve cogaltmak igin pek ¢ok
stratejilerin  gelistirilmesi  gerekmektedir. Uygulanabilecek yontemler arasinda
tohumlarin kullanilmasi ya da geleneksel vejetatif uygulamalar ve bunlara ek olarak in
vitro doku kiiltiirii uygulamalart kullanilmaktadir. B. monnieri gibi elit bitkilerin
tiretilmesi ve Ozelliklerinin zarar gérmeden korunabilmesi i¢in uygulanabilecek doku
kiltirt teknikleri arasinda kallus kiiltiirli, somatik organogenez, embriyogenez veya
hiicre siispansiyolar1 gibi teknikleri Aasim vd. (2019) tarafindan detayli bir sekilde
rapor edilmistir. Bu yontemler sayesinde kiiltlir ortamina bitkiyi gelistirebilecek farkl
enzimler, kimyasallar, hormonlar ekleyerek ve ortam sartlar1 da 6rnegin farkli sicaklik,
nem, 151k gibi opsiyonlarla bitkinin en iyi gelisim arahigi tespit edilerek, rahatlikla
bulunabilecegi belirtilmektedir.

Bitkilerde ikincil metabolit (Bacoside A) iiretimi igin in vitro kosullarda nutrient
oranlari, 1siklar, enzimler, biiylime diizenleyiciler, fiziksel veya kimyasal mutajenler ve
gen aktarim gibi farkli yontemler kullanilmaktadir. Son yillarda B. monnieri’'nin genetik
cesitliliginin degerlendirilmesi yapay olarak uyarilmis mutasyon, in vitro doku kiiltiirii
uygulamasi gibi farkli biyoteknolojik ve molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak;
koruma ve genetik iyilestirme gibi farkli calismalar arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir.
Bitki, Bacoside gibi birkag ikincil metabolit i¢erir. Brahmi tabanli ilaglar Hindistan'da
ve diger iilkelerde alzheimer hastaligi, anksiyete, astim, mide iilserleri, solunum
rahatsizliklar1 ve kanser gibi bir¢ok kronik hastaliklarin iyilestirilmesinde rol oynar. B.
monnieri ile ilgili son raporlar tohumlarin diisiik veriminden dolay1 yasayabilirligi
acisindan dezavantaj barmdirdig1 igin yabanil nesli tiikenme riski tasir. Ote yandan, bu
onemli tibbi bitkinin ¢ogaltilmasina yonelik kapsamli ¢aligmalarin, ikincil metabolit
tretimi i¢in korunmasi ve ayrica bitki yayilimi igin in vitro protokoller gelistirdigi
bildirilmistir. Bu protokoller icerisinde en 6nemlileri mutajen calismalaridir.

Mutajen, molekiiler biyolojide canli organizmalarin DNA veya RNA gibi

hiicresel bilgi ve yonetim birimlerinin molekiiler yapisinin degistirerek organizmanin



dogal olarak beklenen seviyenin ¢ok daha {izerinde mutasyona ugramasina sebep olan
fiziksel veya kimyasal etmenlerdir. Yakin zamanda pek ¢ok bitkinin modern 1slah1 i¢in
kullanilarak klasik 1slah yontemleri ile aktarilmasi miimkiin olmayan yabanci genlerin
kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasi ve performanslarinin arttirilmasi saglanabilmektedir. Doku
kiiltiirleri, somatik hibridizasyon, embriyo kurtarma, molekiiler markdrler, gen
haritalama ve son asama olarak gen transferi 1slah ¢alismalarinda yeni bir ¢igir agmaistir.
Gecen yirmi sene icerisinde, bitki sekonder metabolitleri faydali bilesiklerin eldesinde
kullanilmaya baslanmis ve biyoteknolojinin yeni bir alanini olusturmustur. Giintimiizde
en fazla calisilan bitki sekonder metabolitleri alkaloidler, terpenoidler ve fenolik
bilesiklerdir.

Arastirmamizda, B. monnieri L.’nin canlilik agisindan pek ¢ok dezavantajlari
barindirmasindan ve igerdigi Bacoside A maddesi ile pek ¢ok hastaliga tedavi olmasi
amaglandig1 i¢in bitkinin pek ¢ok alanda incelenmesinde etkili oldu. Bu &zelliklerden
dolay1 ¢alismamizda in vitro kosullarda iki farkli kimyasal mutajen ajanim1 0,2mg/L,
0,1mg/L, 0,05mg/L ve 0,025mg/L dozlarmda ve 30, 60, 120 dakikalik maruziyet
stirelerde maruz birakilarak bitkinin rejenerasyonuna ve morfolojisine olan etkisi

arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Su bitkileri ya da yar1 sucul bitkiler, su kiitleleri icinde veya bu kiitlelere yakin
yerlerde yasamay1 seven bitki gruplaridir. Bu bitkilerden bazilart hem gida hem de tibbi
ila¢ olarak kullanimlarindan dolay1 ekonomiktir. Plantaginaceae familyasina ait sucul
bir bitki olan B. monnieri L. ayn1 zamanda brahmi adiyla da bilinir. Bataklik
bolgelerinde yetisen ve kolay bulunan ekonomik bir bitki tiiriidiir. Genellikle Diinya'nin
tropik ve subtropik boélgelerinde yaygin olarak iiretilir. Geleneksel veya modern
biyoteknolojik yaklagimlarinin uygulanmasi, bu bitkinin genetik olarak gelismesine
olanak saglar. B. monnieri esasen sifali bir bitki olarak pek ¢ok sinirsel hastaliklarin
tedavisinde kullanilir. Bugiine kadar ki tiim koruma ve iyilestirme ¢abalar1 sadece
biyoaktif Bacoside A'ya dayanir. Biyoteknolojik teknikler, spesifik karakterlerle kisa
stirede istenen Ozellikleri gelistirmeye izin verir. Bu yontemler arasinda bitki doku
kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitkilerin mikro ¢ogaltimi ve istenilen 6zellikleri iceren

elit ¢esitler gelistirilebilmektedir.

2.1. Bacopa monnieri L. Bitkisinde In vitro Rejenerasyon Cahsmalar

B. monnieri’nin in vitro rejenerasyonu iizerine son yillarda pek ¢ok arastirmalar
yapilmistir. Bu arastirmalarin asil amaci, literatiirde de yer alan nesli tiikkenmekte olan
bir bitki olmasindan dolay1, kullanilan protokollerin gelistirilmesi veya degistirilmesiyle
bitkiyi dogaya kazandirmaktir. In vitro morfogenezde bitkinin siirgiin vermesi ve
biiytimesi i¢in farkli bazal ortamlar, farkli eksplantlar ve gesitli hormonlar veya hormon
kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bu yiizden bazal ortam doku kiiltiirii igin elzemdir.
Ciinkii bitkinin ihtiyaci olan pek ¢ok mikro ve makro besin kaynaklarini igerdiginden
bitkinin daha rahat biiylimesini saglar. B. monnieri bitkisinin mikro ¢ogaltim igin
genellikle MS (Murashige and Skoog) besi ortamu tercih edilmistir (Gurnani vd. 2012,
Asha ve ark. 2013, Jain vd. 2013, Kaur vd. 2013, Prasool vd. 2013, Koul vd. 2014,
Mohanta ve Sahoo 2014, Subashri ve Pillai 2014, Rency vd. 2016, Wangdi ve Sarethy
2016, Haque vd. 2017, Srivastava vd. 2017, Zote vd. 2018). Fakat B5 bazal ortamini
kullanan arastirmalar da bulunmaktadir (Mohapatra ve Rath 2005, Monica vd. 2013,
Koul vd. 2015). Ayrica bitkinin karbon kaynaklarinin da yeterli olmas: fotosentezin
gerektigi gibi yapilmasinit saglamistir (Sumaryono vd. 2012). Doku kiiltiirii yonteminde

en ¢ok kullanilan ve onerilen karbon kaynaklar: igerisinde siikroz, friiktoz veya glikoz



bulunur. Fakat B. monnieri’nin doku kiiltiiri ¢alismalarinda en yaygm kullanilani
karbon kaynagi siikrozdur (Sumaryono vd. 2012).

Bitki doku kiiltiirii icin diger 6nemli etken jellestirici maddelerdir. Birkag ticari
jellestirici madde vardir ancak agar, gelrite, fitagel gibi maddeler digerlerine kiyasla en
cok tercih edilen jellestirici maddelerdir (Babbar vd. 2006). B. monnieri rejenerasyonu
icin, agar veya diger jellestirici maddelerle olusturulan kati ortam tercih edilmektedir,
ancak bazi caligmalar ayrica deney ihtiyacina baglh olarak azaltilan veya jellestirici ajan
(stv1 ortam) igermeyen kiiltlir ortamimin kullanimini da ortaya koymaktadir. Yapilan
calismalarda genel olarak %0,65 konsantrasyonuyla in vitro rejenerasyon calismalar
i¢in kullanilmigtir (Showkat vd. 2010, Karatas vd. 2013, 2016, 2018, Karatas ve Aasim
2014). Diger ¢alismalarda arastirmacilar % 0,7 (Escandon vd. 2006, Kaur vd. 2013,
2014, Ohanta ve Sahoo 2014, Behera vd. 2015, Mishra vd. 2015),% 0,75 (Kaur vd.
2013) veya % 0,8 agar (Tiwari vd. 2001, Mohapatra ve Rath 2005, Joshi vd. 2010,
Prabha vd. 2010, Parale vd. 2010, Rout vd. 2011, Gurnani vd. 2012, Pandiyan ve
Selvaraj 2012, Rao vd. 2012, Asha vd. 2013, Prasool vd. 2013, Begum ve Mathur 2014,
Kumari vd. 2014, Naik vd. 2014, Nagarajan vd. 2015, Narwal 2016, Rency vd. 2016,
Wangdi ve Sarethy 2016, Kashyap vd. 2017, Srivastava vd. 2017, Ranjan vd. 2018) gibi
oranlar1 tercih etmektedirler. Ayrica bazi calismalar kiiltiir ortaminda fitagel (Hegazi
2016, Hegazi vd. 2017) ve gelrite (Nandhini vd. 2015) kullanimin1 da ortaya koydu.
Yusuf ve arkadaslarinin (2011) yaptigi bir ¢alismada ise, B. monnieri’min in vitro
rejenerasyonu igin farkli isabgol konsantrasyonlarinin (%1,0, 3.0 ve 5.0) agar (%0,7, 1.0
veya 1.5) ile karsilastirilmasi gosterilmistir.

Sterilizasyon islemleri deneyin ilerleyebilmesi, alt kiiltiirlere rahatlikla
almabilmesi acisindan ve bitki parcalarinin veya tohumunun yiizey sterilizasyonu,
eksojen veya bazi durumlarda endojen mikrobiyal kontaminasyonun ¢ikarilmasini veya
en aza indirilmesini igeren bitki doku Kiiltiirii tekniklerine en 6nemli adimdir (Buckley
ve Reed 1994). Su bitkilerinin mikropropagasyonu genellikle sterilizasyon sirasinda
eksplantlara 6nemli zararlar vermeden dogrudan ylizey sterilizasyonuna tabi tutularak
bitkisel pargalarin kullanimini icermektedir (Aasim vd. 2013). B. monnieri’nin in vitro
rejenerasyonu  iizerine yapilan c¢alismalarda, HgCl2'nin %0,01 gibi farkli
konsantrasyonlarda ana sterilizasyon maddesi olarak kullanildigini ortaya koymaktadir
(Showkat vd. 2010, Vijayakumar vd. 2010, Mohan vd. 2011, Kumari vd. 2014, Jain vd.
2013, Subashri ve Pillai 2014,). Diger ¢alismalarda ise bu oran %0.05 (Zote vd. 2018),
%0,2 (Koul ve digerleri 2014) ve %1 (Mohapatra ve Rath 2005) oranlarinda ve farkli



stirelerde maruz birakilmistir. NaOCI ise en ¢ok kullanilan ikinci sterilizasyon ajani
olarak belirlendi. Ayn1 zamanda B. monnieri’nin sterilizasyonu i¢in baska deterjanlar
veya antiseptik kimyasallar da rapor edilmektedir.

Uygun eksplantlarin se¢imi, in vitro kosullar altinda aksiller siirglinlerin
gelismesiyle sonucglandigi igin bitki doku kiiltlirii protokoliiniin  6nemli ve On
asamalarindan birisidir. Burada dikkat edilecek hususlar eksplantin yas1 ve biiytikligii
gibi  faktorlerin  belirlenmesiyle Kkallus indiiksiyonu, somatik embriyogenez,
organogenez gibi asamalar amaglanmigtir (Smith 2012).

In vitro rejenerasyon sonucunda siirgiinlerin koklenmesi ve bitkiciklerin dis
ortamlara aktarilarak adaptasyonunun saglanmasi basarili bir doku kiiltiirii i¢in
gereklidir. Siirgiinler IBA hormonu igeren koklenme ortami sirasinda ¢oklu ¢ekim
indiiksiyonu Karatas ve arkadaslar1 (2013) tarafindan rapor edilmistir. Ayrica sadece
oksinlerin bile kisa siirede daha uzun siirgiinlere ulasabilecegini ve dogrudan bitki
oOrtiisii rejenerasyonu i¢in kullanilabilecegini gosterir.

Koklenme sonrasindaki asama, bitkiciklerin ortama uyum saglamasi yani
adaptasyonudur. B. monnieri, suda ve ayni zamanda yiiksek nemli toprakta hayatta
kalabilen yar1 sucul bir bitkidir. Bunun yani sira su igeren akvaryumlarda in vitro
rejenere bitkilerin adaptasyonu Karatas ve arkadaslar1 (2013) tarafindan rapor
edilmistir. Ayrica, farkli pH seviyelerine (4-10) sahip akvaryumlardaki bitki bliylimesini
de kontrol ettiler ve pH 8.0'da maksimum bitki biiylimesini belirtmislerdir. Cogu

rejenere olan bitkiciklerin humuslu topraklarda bile adapte oldugu bilinmektedir.

2.2. Bacopa monnieri L. Bitkisinde In vitro Mutajenez Calismalari

B. monnieri igerisinde pek ¢ok tibbi materyal igerdiginden dolay1 ilag
sanayisinde de ¢ok kullanilan bir bitki tiirlidiir. Arastirmacilar bitkiye {istiin tarimsal ve
tibbi ozellikler eklemek icin ¢alismaktadirlar. Yine de tam anlamiyla ¢oziimlenmemis
pek cok noktast bulunmaktadir. Bitkinin kalitesini arttirmak i¢in en ¢ok kullanilan
yontemler arasinda mutasyon 1slahi gelir. Bu yontemin amaci bitkinin gen havuzundaki
cesitliligini arttirarak 2. nesillere aktarimini saglamaktir. Bunun icin fiziksel ve
kimyasal mutasyonlar kullanilmigtir. Bu alanla ilgili smirli sayida arastirma
bulunmaktadir. Bunlarin igerisinde fiziksel mutasyon olarak kullanilan gama 1sinlari

(Varghese ve Sathyanarayana 2007; Naik vd. 2012); kimyasal mutasyon olarak da EMS



(etil metan stilfonat) (Vajpayee vd. 2006; Naik vd. 2012), MMS (metil metan siilfonat)
(Vajpayee vd. 2006) ve kolsisin (Escandon vd. 2006; Kharde vd. 2017) kullanilmistur.

In vitro hiicre siispansiyonu kiiltiirii ve kallus kiiltiirii Bacoside A iceriginin elde
edilmesi icin farkli kimyasallar ve farkli ortam kosullar1 ile pek ¢ok aragtirmalar
yapilmistir. Talukdar (2014) kallus hiicre siispansiyonu, sekonder metabolitlerin tayini
icin sik¢a kullanilan bir doku kiiltiirii yontemidir. Bu yontem farkli organik ve inorganik
bilesenlerle veya degisen biiylime kosullarinin hiicre biiytimesi ilizerindeki etkinligini ve
bunu takiben ekonomik tibbi bitkilerin ikincil metabolit iiretimini arastirma olanagi
saglar. Yaprak eksplantinda kallus indiiksiyonu farkli BAP kombinasyonlari: KIN (1:
0.05: 0.05 veya 1.5: 0.05: 0.05), 2,4-D, BAP (1: 0.5: 1.5: 0.5) ve IAA (Indole-3-Asetik
Asit) kullanilarak arastirildi (Mendhulkar vd. 2011). Olusan bir gram kallusu 1:0,5
oranlarinda 2,4D BAP iceren sivi bir ortama aktarilarak hiicre siispansiyon kiiltiiriine
alindi1.21 giinliik hiicre siispansiyonunu 3 ve 6 saat boyunca %0,2, %0,6 ve %1,0 DMSO
konsantrasyonlarinda, 3 saat boyunca da %1 DMSO ile maruz birakilan siispansiyon
kiiltiirinden maksimum Bacoside A igerigini (4.6 = 0.03pg / mg) elde ettiler. Bacoside
A icerigi sadece kallus benzeri hiicre siispansiyonun yani sira bitkinin farkh
eksplantlarindan ve farkli kimyasallar kullanarak ayrica kallus kiiltiiriine de alindi. Bir
caligmada kullanilan yaprak eksplantlarindan 0,5mg/L 2,4 D kimyasallar1 kullanilarak
kallus uyarilmistir. HPLC ve HPLTC teknikleri, in vitro rejenere siirgiinlerin Bacoside
iceriklerinin ve parmak izi profillerinin bu arastirmada kullanilan ana bitkiler ile
pazardan alinan bitkiler arasinda benzer bir fitokimyasal profil oldugunu gozlemlediler.
(Showkat vd. 2010).

Chaudhary vd. (2001) belirgin bir mutant olan etil metan siilfonat (EMS) ile
muamele edilen 200 tohum, Rmtl'den 4 saat siireyle alinan, M2 jenerasyonundan 400
cemen otu (Trigonella foenum-graecum L.) bitkisi elde edilmistir. Tim M2
popiilasyonlarindan rastgele 6rnekler (mutant hari¢) M3 nesline ilerletilmistir. 798 bitki
orneginde bir belirleyici tipin ortaya c¢ikmasi, oOzelligin monogenik oldugunu
gostermistir. Bu mutant, Rmt 1 ve UM 305 (benzer biiylime alisgkanlig1 i¢in spontan
mutant) ile birlikte biiyiitiilmiistiir. Bitki boyu, bitki basina bakla sayisi, bitkide tane
verimi ve yaprak biti istilasi i¢in genotipler arasinda énemli farkliliklarin varligi tespit
edilmistir. Arastirma, mutantin performansinin, istenen ekonomik o6zellikler i¢in secili
olan kontroller ile esit hale getirilebilecegini gostermistir.

Escandon vd. (2006) ise B. monnierie L.'nin eksplant olarak nodal segmentlerini,

kimyasal mutajen olarak da kolsisin mutajenini %0.001 konsantrasyonunda kullanarak



24 ve 48 saat boyunca maruz birakmis ve sonug olarak bitkide ¢icek boyutunda artisglar
saptanmigtir.

Vajpayee vd. (2006) yaptiklart bir ¢alismada B. monnieri bitkilerini farkl
kimyasal mutajen ajanlarda ve farkli konsantrasyonlarda (0.01-500 uM MMS ve
0.001-5 mM EMS) 2 saat boyunca muamele etmislerdir. Sonugta her iki mutajene
maruz kalmig bitkilerde yaprak ve kok hiicrelerinde ki DNA hasar1 gozlemlenmistir.
EMS ve MMS mutajenlerine maruz kalan B. monnieri L.’deki DNA hasarini tespit
etmek icin Comet deneyi uygulanmistir. Bitkiler 0,0lmM-5mM EMS ve 0,05uM-
100uM MMS konsantrasyonlarinda 8°C'de ve 2 saat mutajene maruz birakilmistir.
Analiz sonucunda doza bagl (p<0,05) onemli artiglar gozlemlenmistir. Ayrica sulak
alan bitkisi olan B. monnieri’'nin yapraklart 0,0001uM-200uM kadminyum (Cd)
konsantrasyonlarinda 2 saat maruz birakilarak genotoksik etkisine bakilmistir. Sonugcta
yaprak ¢ekirdeginde 0,01uM'lik DNA hasar1 tespit edilmistir. Sonrasinda 0,01uM-
500uM Cd ile bitkiler 2,4 ve 18 saat boyunca kadminyuma maruz birakildilar, sonugta
zamana ve konsantrasyona bagl olarak bitkilerin koklerinden ve yapraklarindan alinan
hiicre ¢ekirdeklerindeki DNA hasarinin artiglariyla sonuglanmistir. Koklerdeki hasarin
yapraklardan daha fazla oldugu tespit edilmistir. DNA hasari, ekojenotoksisitenin
degerlendirilmesinde potansiyel bir arag¢ olarak, akuatik bir bitki olan B. monnieri L. 'de
degerlendirilmistir. Comet testi, iki model mutajen, etil metan siilfonat (EMS) ve metil
metan siilfonat (MMS) 'a maruz kalan B. monnieri L. ’deki DNA hasarini tespit etmek
icin kullanilmistir. DNA hasari, izole edilmis niikleusun (hiicresel veya in vitro
maruziyet) ve tiim bitkilerin (in vivo maruziyet) 0.01-5 mM EMS'ye ve 8°C’de 2 saat
boyunca 0.05-100 | M MMS'ye maruz birakilmasiyla gerceklestirilen tedaviler
sonrasinda doza bagh artis gozlemlenmistir. Test daha sonra, bir sulak alan kirleticisi
olan kadmiyumun (Cd) genotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in kullanmislardir.

Diger g¢alismada B. monnieri L. bitkisinin yaprak kaynakli kalli eksplanti
(Pragyashakth, Calcutta Local cultivar) ve nodal segmenti olmak tizere iki farkli
eksplant kullanilmistir. Bunlar %0,5'lik konsantrasyonda EMS mutajeni ile farkli
strelerde (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5) maruz birakilmis sonugta bitkicik ne kadar ¢ok
EMS'ye maruz birakilmissa igerisindeki Bacoside A igerigi artmamis hatta azalmistir
(Varghese ve Sathyanarayana (2007).

Basu vd. (2008) Bati Kanada'da iiretimi i¢in gelistirilen bir yem ¢esidi olan
Tristar Fenugreek'ten elde edilen tohumlari, 2- 24 saat boyunca 10-300 mM etil metan

stilfonat (EMS) ile muamele etmisler ve biiylime aligkanligi, erken olgunluk ve yiiksek



tohum gibi opsiyonlarin Verimini belirlemek i¢in se¢ilmistir. Bu mutasyon islahi
yaklasimi yliksek tohum verimi, tohum kalitesi ve belirleyici bliylime aligkanligi ile
birleserek erken tohum olgunlugunu gosteren yeni lireme materyalini tespit etmistir.
Ayrica bu g¢aligma, bu mahsuliin kantitatif 6zelliklerinde iyilestirme i¢in mutasyon
1islahinin basaril bir sekilde kullanildig1 gosteren ilk rapor olma 6zelligini tasimaktadir.

Naik vd. (2012) doku kiiltiiriinde yetistirilmis B. monnieri L. bitkilerini fiziksel
ve Kimyasal mutasyonlarla uyarmislardir. %0,5'lik etil metan siilfonat (EMS)’in farkli
konsantrasyonlarinda ve gama (y) 1sininin farkli dozlarindan in vitro tretilmis olan B.
monnieri L. 'nin yapraklarina islenmistir. Xantha mutantlar1 10, 20 ve 40 Gy'de y 1sinlar1
ile 80 Gy'de y 1smnlart ile tedavi edilen tam yaprak eksplantlart nekrotik veya geri
doniisiimsiiz oldugu tespit edilmistir. Hem gamada hem de EMS tedavisinde hayatta
kalma orani, adventif siirgiin sayisi, taze agirlik ve kuru agirlik gibi 6zelliklerde bir
azalma sergilenmistir. B. monnieri L. 'nin yaprak eksplantlarinda y 1smlarinin farkl
dozlar: ile yani 10, 20 ve 40 Gy ile uyarilmis mutasyonlarinda Bacoside A igeriginde
artis gozlenmis fakat EMS ile tedavi edilen yaprak eksplantlarinda ise 6nemli bir artig
gostermemistir.0,10,20,40 ve 80 (Gy) dozlarinda gama i1sinlarimi ve %0,5
konsantrasyonundaki EMS'ye 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2,5 saat araliklarinda maruz
birakilmistir. Gama ve EMS'de siirgiin sayisi, yas ve kuru agirligr gibi kantitatif
ozelliklerinde 6nemli dl¢iide azalma gozlemlenmistir. Fakat gama 1sinlariyla yapilan
tedavide 10,20,40 dozlarindaki kiiltiirlerde Bacoside A igeriginde 5 kat artis
gozlemlenmesine ragmen EMS'de ise bu igerikte artis gozlemlenmemistir.

Banerjee ve Shrivastava (2012) B. monnieri L.’nin etkili tiretimi i¢in doku
kiiltlirii  tekniklerinden yararlanarak bir protokol gelistirme calismasi yapmislardir.
Eksplant olarak 2,5 cm’lik internodal pargalar kullanilmistir. Bitki yiizey sterilizasyonu
icin 2-3 aylik bitkilerden alinan eksplantlar yaklasik yarim saat musluk suyunda
ardindan da 4-3 damla s1v1 sabun damlatilmis suda 20 dk boyunca yikanmis ve musluk
suyuyla durulanmistir. Ardindan eksplantlara 2-3 dk %0,1 HgCl: ile uygulanmis ve 3-4
kez steril distile su ile yikanmigtir. Siirgiin rejenerasyonu igin BAP (0,5-2 mg/l) ve Kin
(0,5-2 mg/1) oranlarini hem tek olarak hem de her ikisinin kombinasyonlarini igeren MS
veya ¥ MS besin ortamlari kullanilmistir. Ug hafta sonra en fazla siirgiin rejenerasyonu
ve siirgiin sayis1 1,0 mg/l BAP- 0,5 mg/l Kin besin ortaminda goriilmiistiir. Biiyiiyen
stirglinler, koklendirme i¢in farkli oranlarda NAA (0,5-2,0 mg/l) iceren kat1 ve sivi MS

ortamlarina aktarilmistir. En fazla kok olusumu 0,15 mg/l NAA igeren sivi MS
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ortaminda kaydedilmistir.  Koklendirilen  bitkiciklerin ~ adaptasyonu  basariyla
gerceklestirilmistir.

Karatas vd. (2013), sucul ve tibbi bitki olan B. monnieri L nin adventif siirgiin
olusumu i¢in nodal eksplantlar ve yaprak eksplantlarinda BAP-NAA igeren besin
ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Biitiin BAP-NAA igeren besin ortamlarinda kallus
ve siirgiin olugumlar1 gézlenmistir. Her iki eksplantta en fazla eksplant bagina siirgiin
sayist 0,25 mg/L BAP+ 0,25 mg/LL NAA iceren MS ortamlarinda elde edilmistir.
Ortamdaki yiiksek NAA orani BAP’mn tiim oranlartyla olumsuz etkiler meydana
getirmistir. Yaprak eksplantlarindan elde edilen siirglinler diger eksplantlardan elde
edilen siirgiinlerle karsilastirildiginda daha uzun olduklar1 kaydedilmistir. Elde edilen
strgtinler 4,00-10,00 pH arali§ina adaptasyon saglarken en iyi adaptasyon orami pH
8,00’de gostermistir.

Jyoti vd. (2015) Trigonella foenum-graecum ve Trigonella corniculata
tohumlarindan Steroidal sapogenin iiretimi iizerindeki etkiyi incelemek i¢in farkl
konsantrasyonlarda EMS, MMS ve NaNs ile tedavi edilmistir. Her iki steroidal
sapojenin gelismislik seviyesi, 0.1 M'de EMS'de maksimum artma goriilmiis ve bu artis
ii¢ kimyasal mutajende de gozlenmistir.

Seetha Ramasamy vd. (2015) ayurvedik tedavide kullanilan ve biligsel
rahatsizliklarda tedavi olarak kullanilan B. monnieri L. kullanilmistir. En 6nemli
bileseni de dammaran tipi triterpenoid saponinlerin bir karigimi olan Bacoside A'dir. Bu
aragtirmada triterpenoid olarak adlandirilan kimyasal bilesigin in vivo ortamindaki
biyolojik aktivitesinin daha iyi oldugu ve ila¢ yapinda kullanilacak bazi 6zellikleri
verebilen metabolitlere doniistiiriildiigii belirtilmistir. Bu nedenle arastirmada in vitro ve
in silico tarama yontemi kullanilmistir. Bacoside A ve bacopaside X (9.06 mikro M) D1
reseptoriine baglanma egiliminin oldugu goézlemlenmis ve M1 ve 5-HT2A
reseptorlerinin biligsel rol oynayan ebelin laktona olan afinitesinin olmasiyla B.
monnieri L. ‘nin uygun bir bitki se¢imi oldugu gosterilmistir.

Johanna Jonkowicz ve Bradley J. Till (2016) calismalarinda ¢esitli bitki
tohumlarin1 (secilen genotip kullanilarak kendi kendine {iretilmis veyahut bir tohum
stok merkezinden siparis edilmistir.) kullanmislardir. Kullanilan bu tohumlar arpa
tohumu, chick pea ve muzdur. EMS nokta mutasyonuna yol agarak bitki de yiizlerce
veya binlerce lokali indiikleyebilir. Ayrica niikleotit ¢esitliligini olugturmak ve hem
ucuz hem de basit bir yontem oldugu icin kullanilmistir. EMS'ye maruz kalmis bitkiler

fenotipik karakterizasyon olarak taranabilir. Bu ¢alismada EMS tedavisinin tohum ve
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vejetatif propagiilleri {izerine etkisi incelenmistir. EMS yogunlugunun artmasiyla
arpadaki c¢imlenme ylizdesinin de arttig1 gozlemlenirken Chick Pea bitkisinde ise
¢imlenme yiizdesi azalmis ayrica %60 oraninda bitkide toksik etki olusturmustur. Sonug
olarak 40 mM EMS'de %65 oraninda rejenerasyon gozlemlenmis ve 0,25mM EMS'deki
muz bitkilerinde ise %100 rejenerasyon gostermistir.

Paulina Koczurkiewicz vd. (2016) aragtirmalarinda suni sindirim sularindan
toplanan B. monnieri bitkilerinin prostat kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri vibrio
harveyi mutajenitesi deneyleri ile arastirilmistir. Sonugta prostat kanseri hiicrelere (DU
145) kars1 sitotoksik oldugu tespit edilmis fakat bununla birlikte sitotoksik etki
gostermeyen ekstrelerde kanser hiicrelerinin 6nemli 6lgiide azaldigi gozlemlenmistir.
Caligmadaki tiim ekstreler nitrokinolin-N-okside kars1 giliclii antimutajenik etki
gosterdigi de belirtilmistir.

Jinin vd. (2016) aragtirmalarinda hiicre su kanali olan aquaporin-1 (AQP1) hiicre
zar1 igerisinde s1v1 akisini kolaylastiran 6nemli bir proteindir. Siv1 dengesini korumanin
yaninda bu kanal AQP1 (ICsp 117uM) seklinde adlandirilan bir kolon kanseri hiicre
hattindaki hizli hiicre gogiinii kolaylastirarak ¢cGMP tarafindan se¢ici olmayan bir
katyon kanali olarak islev goriir. Arastirmada B. monnieri L. den izole edilen iki yeni
AQP1 kanalinin modiilatorii olan bacopaside 1 ve bacopaside 2 ile kolon kanseri
tedavisine etkisi arastirilmistir. Sonuglarda bacopaside 1 in AQP1 su kanalinin hem su
hem de iyon kanali aktivitelerini durdurdugunu ancak AQP4 (ICso 14uM) aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olmadigini, bacopaside 2 i¢in ise AQP1'in iyonik iletkenligini
secici olarak durdurdugunu belirtmislerdir. B. monnieri L.’den izole edilen AQP1
modiilatorlerin tespiti ilk bu calismayla olmustur ve bu bacopasidler segici aquaporilerin
ilag gelisimi i¢in yeni kursun bilesiklerinin yerine islev gorebilir.

Bir diger c¢alismada ise B. monnieri L. bitkisinde %0,1 ve %0,2
konsantrasyonlarinda kolsisin kullanilmistir. Eksplant olarak 1.1uM IBA ve 0.30 uM
IBA ile 6nceden kiiltiirlenen yaprak secilmis ve 1,2,3,4,5 saat boyunca kolsisine maruz
birakilmistir. %0,1 oranindaki kolsisinin 2 saat maruz birakilmasi sonucunda Bacoside
A igeriginin yaklasik %0,72 oraninda artig gostermistir (Kharde vd. 2017).

Masoabi vd. (2017) Saccharum spp.’nin diger bir adiyla seker kamiginin
rejenerasyon yeteneklerine bakmak icgin farkli konsantrasyonlarda EMS'ye maruz
birakmiglardir. 20 mM ve daha diisiik konsantrasyonlardaki mutajenik bitkilerin daha
yararli oldugu ve genomik mutasyonlar1 indiikledigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada

PEG kimyasali da farkli konsantrasyonlarda ve farkli zaman araliklarinda in vitro
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kuraklik stresini tanimlamak amaciyla uygulanmistir. NCo310 ¢esidinden gelmekte olan
Saccharum spp. kallusu sonrasinda 16 mM EMS ile mutasyona maruz birakilmis ve in
vitro ortamda %20(w/v) PEG6000 {izerinden segilerek 18 bitkinin hayatta kalmasiyla
sonuglanmistir. Sonug olarak kullanilan PEG ve EMS ile seker kamisi bitkilerinin su
stresine karst dayanikli gelismis morfolojik ve fizyolojik Ozellikler barindirabilecegi
gosterilmistir.

Kharde vd. (2017) g¢alismalarinda B. monnieri L. yar1 sucul bitkinin kolsisin
mutajeniyle somaklonal varyasyonlar1 ve Bacoside igeriginin arttirilmasinit saglamak
amaciyla bir arastirma yapmuslardir. Arastirmada %0,1 ve %0,2 konsantrasyonunda
1,2,3,4 ve 5 saat in vitro ortam da bitkinin tam yaprak eksplantlar1 kullanilarak kolsisin
ile muamele edilmistir. Sonug¢ olarak bogum basina siirgiin sayisinda (adet), yaprak
sayisinda (adet) ve Bacoside igeriginde artislar gézlemlenmistir. Bogum basina yaprak
sayisinda maksimum varyasyon 9%0,2'lik konsantrasyonda 5 saat maruz birakilmis
kiiltiirde belirlenmistir. Fakat bu kiiltiirlerin alt kiiltiire alinmasiyla ayni etki bu alt
kiiltiirlerde go6zlemlenmemistir. Kolsisin tedavisine maruz birakilmamis kontrol
gruplarina kiyasla %0,1'lik ve 2 saat maruz birakilmis kiiltiirlerdeki Bacoside igeriginin
4 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Jeena vd. (2017) ¢alismalarinda B. monnieri L. 'nin siirgiin ve k6k dokularindaki
transkriptom analizler kiyaslanmistir. SeQC-V2.2 teknigi kullanilarak kantitatif ve de
novo degerlendirme sonucunda siirgiinde 18.500 gen ve kokte 26.412 gen saptanmustir.
Birlestirilen sekanslar BLASTX kullanilarak agiklanmasi sonucu siirglinden 35.130
unigenin ve kokten 37.918 unigenin 133 KEGG yolagina eslendigi belirtilmistir. Farkli
sekilde ekspres edilen bitki doku pargalar1 sonucunda sekonder metabolizma ile ilgili
totalde 43 transkript secilmis ve qRT-PCR teknigi kullanilarak MeJA tedavisiyle 1,3 ve
5 saat siireyle izlenerek belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu bitkinin ikincil
metabolitlerinden biri olan triterpenoit sapogenin aktivasyonunu saglayan gen bolgeleri
tespit edilmistir.

Dogan ve Emsen (2018) 1,0 mg/L BAP'li MS besi yerinde kiiltiirlenmis Bacopa
bitkisinin siirglin ucu eksplantlar1 kullanilarak yapay ortam da kiiltiirlenmis insan
lenfositlerine aktarilarak sitotoksisite etkisi arastirilmistir. Calismada genotoksik etkiler
kromozom aberasyon (CA) testi ile belirlenmis olup ayrica sitotoksik aktiviteleri MTT
analizi ile ortaya c¢ikarilmistir. Iyilestirme calismalarinda B. monnieri L. sulu ekstrakt:
farkli konsantrasyonlarda (6,25-200mg/L) kullanilmis ve sonug olarak sitotoksisitenin

konsantrasyon ile korelasyonu oldugu belirlenmistir. Sulu ekstraktin en yiiksek
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konsantrasyonuna maruz kalan lenfositlerde hiicre canliligi %69,64'e diismiistiir. CA
testinde sonuclar negatif kontrol iyilestirmesinden farkli oldugu tespit edilmistir
(p>0,05). Sonug olarak B. monnieri L. nin insan lenfosit hiicreleri tizerinde herhangi bir
toksisite (sitotoksik ve genotoksik) etkisi olmadigim1 ve B. monnieri L.’ nin dogal bir
bitkisel tiriin oldugu belirtilmistir.

Srivastava vd. (2018) arastirmasinda genel adi Curled Aerides olan Aerides
crispa lindl tibbi bitkisinin in vitro kosullarinda kolsisin (%0,025-0,03), EMS ve gama
radyasyonuna (1-4Gy) maruz birakilmasindan 60 giin sonra 27 farkli kombinasyon
seklinde yaklagik 40-60 canlilik sikligi ile ¢oklu filiz tomurcugunun olustugu
gozlemlenmistir. Kullanilan dozajlarin arttirilmasi sonucunda 20-30 gilinden sonra
bitkilerin protocom ve siirglin baslarinda oliimler gerceklesmis 2500 saglikli in vitro
fidelerin koklerinde ve siirgiinlerinde ise pek cok fenotipik 6zellikler (yaprak sekli,
yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, biiylime orani, klorofil ¢esitlenmesi ve stoma
yogunlugu) Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA yontemiyle 15 farkli genetik bant
elde edilmistir.

Ugandhar vd. (2018) Cicer arietinum bitkisinin EMS ve UV 1smlara karsi
farkli  kantitatif  karakterler iizerindeki etkisi incelenmistir. Farkli EMS
konsantrasyonlar1 ve ICCV-2 farkli zaman araliklarinda maruz birakilarak mutajenize
edilmistir.M3 neslindeki bir¢ok karaktere bakildigi zaman bitkinin boyu (cm), baklanin
uzunlugu (cm), baklanin genisligi(cm), bitki bagma diisen tohum sayisi (adet), yaprak,
dal, bakla sayisi gibi pek ¢ok kantitatif karakterlere bakilmistir. Sonug olarak M3
rejenerasyonunda UV igmnlarina 5 dakika maruz kalmasindaki ve EMS'nin 1.0%
konsantrasyonundaki verim diger konsantrasyonlara ve siirelere kiyasla daha verimli
oldugu tespit edilmistir. Bunun yan1 sira EMS'nin konsantrasyonun diismesiyle bitkinin
ciceklenme donemindeki azalis ile tutarli bulunmustur. Son olarak EMS'nin ve UV'nin
Chick Pea olarak da adlandirilan bitkide verimini arttirdigi sonucuna varilmistir. Tushar
Dubey, Subashchandrabase Chinnathambi (2019) ¢alismalarinda brahmide bulunan
Bacoside A, Bacoside B, bacosaponins, betullinic asit ve ¢esitli pek ¢ok biyoaktif
bilesenleri ve ham brahmi 6ziitliniin alzheimer hastaligina olan etkisini ¢alismislardir. B.
monnieri L. ’de bulunan bu biyoaktifler, néroprotektif 6zelliklere sahip olmakla birlikte
biligsel ve Ogrenme yetilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rolii oldugunu bagka
calismalarda da belirtilmistir. Buradaki ¢alismada ise B. monnieri L. Tau aracili olusan
toksisitenin onlenmesi arastirilmistir. Sonug olarak bu tiir norolojik hastaliklarin ve

Alzheimer’1n tedavisinde kursun formiilasyonun etkili oldugu belirlenmistir.
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Di Pauli vd. (2019) bu calisma INTA tarafindan gelistirilen seker kamisinin in
vitro mutajenez i¢in genotiplerini tanimlamak amaciyla segilen 5 genotipin
embriyogenez ve somatik embriyogenez yanitlarini arastirmistir. Bu bitkinin gen
transferinin basarisini, bitkinin rejenerasyonunu, ¢ogalmasini ve genetik varyasyonunu
incelemek i¢in EMS mutajeninden farkli dozlarda kullanilmistir. Sonug olarak farkli
veriler elde edilmistir. 3 saatlik 32 mM'dan diisiik konsantrasyonlardaki EMS'ye maruz
kalmig bitkilerde INTA CP 98-828'de gercken sayida normal bir bitkinin rejenere
olmasini saglayan optimal bir ortam bulunmustur. Sonug¢ olarak INTA seker kamisinin
cesitli genetik yapilarmi tamitmak i¢in bu yaklasimdan yararlanma olasilifi

gosterilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Deneme Yeri

Bu c¢alisma Necmettin Erbakan Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji

ve Genetik Laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.

3.2.Bitki Materyali

Bu calismada bitki materyali olarak kullanilan B. monnieri L. ise Necmettin

Erbakan Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.

3.3. Biiyiime Ortamlari ve Doku Kiiltiir Kosullar

Bu c¢alismada MS (Murashige & Skoog, 1962) mineral tuz ve vitaminleri
kullanilmigtir. Besi ortami hazirlamak i¢in %0,65 agar ile katilastirilan temel besi
ortami kullanilmistir. Ortam hazirlanmasinda distile saf su kullanilmistir. Hazirlanan
ortamlarin pH’s1 1 N NaOH veya 1N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmistir. Daha sonra
1,2 atmosfer basing altinda 121 °C’de tutularak sterilizasyon saglanmistir. Kiiltiirler

beyaz floresansa veya LED 1s181 altinda 16 saat 1sik fotoperiyotta 24+1 °C de

bekletilmistir.
Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/L)
NH4NO3 1650,000
KNO3 1900,000
Makro Elementler CaCl2.2H20 440,000
MgS04.7H20 370,000
KH2PO4 170,000
KI 0,830
H3BO3 6,200
MnS04.4H20 22,300
ZnS04.7H20 8,600
Mikro Elementler | Na2Mo04.2H20 0,250
FeS04.7H20 27,850
CoCI2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
Na2EDTA.2H20 37,250
Myo-Inositol 100,000
Vitaminler Nicotinic Acid 0,500
Pyrotinic Acid 0,500
Thiamine-HCI 0,100
Glycine 2,000

Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari.
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3.4. Kimyasal Mutajenik Ajanlar

Bu calismada kimyasal mutajen olarak Sodyum azide (NaN3) ve EMS
kullanilmistir. In vitro mutagenez i¢in bu mutajen kimyasallar i¢in 1,0 mg/ml olarak

stok sollisyon hazirlanip, buz dolabinda 4 °C’de saklanmustir.
3.5. In vitro Kiiltiirii ve Mutajen Uygulamalar

Laboratuvarda bulunan in vitro ¢ogaltilmis (steril) bitkilerden tam yaprak
eksplantlar1 alinmistir. FElde edilen yaprak eksplantlar1 farkli konsantrasyonlardaki
(0,025, 0,05, 0,10 ve 0,20 mg/L) NaN3z ve EMS mutajenlerini igeren ¢ozeltilerinde 30,
60 ve 120 dakika boyunca maruz birakilmistir. Daha sonra muamele gormiis eksplantlar
onceden optimize edilmis protokollere gore 1,0 mg/L BAP igeren besi ortaminda
kiltire alinmistir (Karatas d. 2013, 2016; Karatas ve Aasim 2014). Siiresi biten

eksplantlar besi ortamina (sitokinin veya hormonlari) alinmustir.
3.6. In vitro Cogaltilmus Bitkilerin Veri Alim

Mutajen ile muamele goérmiis eksplantlar 14 hafta boyunca besi ortaminda
kiiltiirilendikten sonra kallus olusumu (%), siirgiin rejenerasyon yiizdesi, eksplant
basina siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu gibi parametreler alinmistir. Ayrica,
somaklonal varyasyon igin fenotip verileri (yaprak sayisi, yaprak alani, bogum sayisi,
bogum aras1 mesafe, renk, sekil vb.) de kaydedilmistir. Yaprak sayisi, bogum sayisi,
bogumlar arasi mesafe gibi opsiyonlarin verilerini rastgele secilen 10 siirgiiniin
hesaplanmasi sonucu elde edilmistir. Yaprak alani ise rastgele secilen 10 slirgiin
igerisinden yine rastgele segilen 5 yaprak alnarak Imaje J bilgisayar programi

yardimiyla hesaplanmustir.
3.7. Istatistik Analiz

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup her
muamele, 3 tekerriirlii magenta GA7 kutular veya petrilerden olusmaktadir. Elde edilen
veriler “SPSS 20 for Windows’’ programi yardimiyla varyans analizine tabi tutulmus

olup, ortamlarini karsilastirmak amaciyla Duncan (DMRT) testi kullanilmistir.
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Yiizde degerler, istatistik analizinden Once arcsin degerlerine g¢evrilmistir

(Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Arastirmada optimizasyonu onceden belirlenmis olan (Karatag vd. 2013, 2016;
Karatas ve Aasim 2014) B. monnieri L. bitkisinden alinan tam yaprak eksplantlar:
0,025mg/L, 0,05mg/L, 0,dmg/L ve 0,2mg/l konsantrasyonlarinda ve 30, 60 ve 120
dakikalik siirelerde, iki farkli mutajen olan EMS ve NaNs mutajenlerine maruz
birakilmistir. Deneme sonucunda elde edilen bitkilerinin fenotipik 6zellikleri ve

rejenerasyonu incelenmistir.
4.1. Kullamlan EMS Mutajeninin /n vitro Rejenerasyonuna Etkileri

4.1.1. Farkhh EMS Konsantrasyonlarina ve Farkh Siirelere Maruz Kalan Bacopa

monnieri L."nin Tam Yaprak Eksplantinda Siirgiin Rejenerasyon Calismasi

MS ortaminda g¢ogaltilan bitkilerden, tam yaprak bolimii kesilerek 0,025mg/L,
0,05mg/L, 0,Img/L, 0,2mg/L oranlarindaki EMS ¢ozeltilerinde 30, 60 ve 120 dakika
bekletilmesinden sonra MS ve 1,0 mg/L BAP'li ortamlarda kiiltiire alinmistir.
Eksplantlar besi ortaminda 14 haftaya kadar bekletilmistir. Eksplantlarda kallus
olusumu gozlemlenirken, 2 hafta i¢inde eksplantlarin kenarinda ve petiol (yaprak sapi)
olan boélgelerde siirgiin uglar1 goriilmeye baslamistir. Daha sonra, 3 ile 4 hafta
sonrasinda belirgin bir sekilde ¢oklu siirgiin olusumu gézlemlenmistir. Eksplantlar besi
ortaminda 14 hafta boyunca kiiltiire alindiktan sonra in vitro rejenerasyonu ilgili veriler
hesaplanarak istatistiksel analize tabi tutulmustur. Istatistiksel analiz ise cizelge 4.1°da
verilmistir.

Cizelge 4.1. incelendiginde farkli EMS konsantrasyonlarmin siirgiin
rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu istatistiki olarak
onemsiz bulunmustur. EMS'e maruz kalma siirelerinde ise siirgiin rejenerasyonu
istatistiki olarak Onemsiz fakat eksplant basina siirglin sayist ve silirgiin uzunlugu
istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. EMS x Siire muamelesi ise
slirglin rejenerasyon orani istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunurken,
eksplant basina siirgiin sayist ve siirglin uzunlugu istatistiki olarak Onemsiz
bulunmustur. Bu verilerin Duncan testi sonuglar1 ise Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4° te

verilmistir.
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Cizelge 4.1.Farkli EMS konsantrasyonlarina ve farkli siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin

slirgiin rejenerasyon ¢alismasina ait varyans analizi.

Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina siirgiin Siirgiin uzunlugu
VK SD yiizdesi (%) sayisi (adet) (cm)

KO F KO F KO F

EMS 3 1166,66 2,50% 1150,62 1,45% 6,08 2,915

Siire 2 141111 3,020 4232,65 5,35* 8,63 4,13*

EMSxSiire 6 1588,88 3,40* 507,70 0,64% 3,08 1,47%
HATA 24 466,66 - 790,34 - 2,08 -

Genel

Toplam 3 i i i i i i

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
% dnemsizdir.

Cizelge 4.2.Farkli EMS konsantrasyonlarmda B. monnieri L. bitkisinin siirgiin rejenerasyonu.

Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
B (L) yiizdesi (%) ** siirgiin sayis1 (adet)® (s
0,025 64,44° 36,58 1,97%®
0,05 71,11%® 15,81 1,03°
0,10 91,112 41,36 2,972
0,20 77,77% 26,84 2,41%

**Ayni siitunda farkls harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde Snemlidir.
% onemsizdir.

Cizelge 4.2°de goriildigii tizere farkli EMS konsantrasyonlarinin = Siirgiin
rejenerasyon yiizdesinde istatistiki olarak farklilik gostermistir ve p<0,001 diizeyinde
onemli bulunmustur. Siirglin uzunlugu istatistiki olarak farklilik gostermistir ve p<0,001
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirgiin rejenerasyon yiizdesi %64,44-%91,11 arasinda
kaydedilirken, en fazla (%91,11) ve en az (%64,44) sirasiyla 0,10 mg/L ve 0,025 mg/L
EMS igeren ortamda kaydedilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi istatistiki olarak
farklilik gostermemistir ve 6nemsiz bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayisi 15,81-
41,36 arasinda kaydedilirken, en fazla (41,36) ve en az (15,81) sirasiyla 0,10 mg/L EMS
ve 0,05 mg/L EMS ortamda kaydedilmistir. Stirgiin uzunlugu 1,03-2,97 arasinda
kaydedilirken, en fazla (2,97) ve en az (1,03) sirasiyla 0,10 mg/L EMS ve 0,05 mg/L

ortaminda kaydedilmistir.
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Cizelge 4.3.Farkli siirelerde EMS’ye maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin siirgiin rejenerasyonu.
Siire Siirgiin Rejenerasyon yiizdesi Eksplant basina siirgiin sayisi Siirgiin uzunlugu
(dk) (%) ** (adet)** (cm)**

30 65,00 11,53° 1,29
60 76,66% 29,82% 2,02%®
120 86,66% 49,092 2,98°

**Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde énemlidir.
,% Onemsizdir.

Cizelgede 4.3. incelendiginde EMS mutajeni ¢ozeltisinde farkl siirelere maruz
birakilan tam yapraklardaki siirgiin rejenerasyon ylizdesi, eksplant bagina siirgiin sayisi
ve siirglin uzunlugu istatistiki olarak birtakim farkliliklar gostermistir ve p<0,001
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirgiin  rejenerasyonu orant %65,00-86,66 arasinda,
eksplant basina siirgiin sayis1 11,53-49,09 ve siirgiin uzunlugu 1,29-2,98 cm arasinda
degisiklikler gozlenmistir. Denemede muamele siiresinde artis ile siirgiin
rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna da bagl olarak artis
gozlemlenmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu, en fazla eksplant basina siirgiin sayisi
ve en fazla siirgiin uzunlugu 120 dakikada gozlenmistir. Buna karsi en az siirglin
rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu 30 dakikalik muamele

ile sonuglanmustir.

Cizelge 4.4.Farkli EMS konsantrasyonlarina ve farkl siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin
slirgiin rejenerasyonu.

EMS EMS L . Siirgiin
Konsantrasyon | Siiresi Suranng]f;e)riiyon Eksplant b?lgat)* uzunlugu
(mg/L) (dk) yiizdesi (% siirgiin sayis1 (ade (cm)**
30 66,66 31,16 2,23%
0,025 60 66,667 31,41% 0,91°
120 60,00%° 47,16® 2,76
30 73,33%¢ 1,83 0,49°
0,05 60 46,66 2,27 0,57
120 93,33 43,33% 2,03®
30 86,66 12,08 2,10®
0.10 60 93,33 57,00° 3,76°
120 93,33 55,00® 3,06®
30 33,33° 1,05 0,347
0.20 60 100,00° 28,60 2,835
120 100,00° 50,86% 4,06°

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir; % Gnemsizdir.
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Cizelgede 4.4. incelendiginde EMS*Siire’de siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve
slirgiin uzunlugu istatistiki olarak birtakim farkliliklar gostermistir ve p<0,001
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Eksplant basina siirgilin sayisinda istatistiki farkliliklar
gostermis ve p<0,05 diizeyinde onemli bulunmustur. Sirgiin rejenerasyon yiizdesi
%33,33-%100,00 arasinda ve siirgiin uzunlugu 0,34cm-4,06cm  arasinda
gozlemlenmistir. Genellikle 120 dakikada her konsantrasyonda artis gozlemlenmistir.
Eksplant basina siirgiin sayist 1,05-57,00 arasinda gozlemlenmistir. En fazla siirgiin
rejenerasyonu ve en fazla siirgiin uzunlugu 0,2 mg/L EMS konsantrasyonunda 120
dakika ve 60 dakikada gozlenmistir. En fazla eksplant basina silirgliin sayist ise
0,10mg/L. EMS’de 60 dakikada gbzlenmistir. Buna karsin en az siirglin rejenerasyon
ylizdesi, en az eksplant basina siirgiin sayis1 ve en az siirgiin uzunlugu 0,2mg/L. EMS’de

30 dakikada muamele ile sonuclanmastir.

4.1.2. Farkhh EMS Konsantrasyonlarina ve Farkh Siirelere Maruz Kalan Bacopa

monnieri L.'nin Fenotipe EtkKisi.

Denemede farkli EMS konsantrasyonu ve siiresi kullanildiginda elde edilen
stirgiinlerin  biiytimesindeki etkileri g6zlemlenmistir. EMS konsantrasyonlar1 ve
stiresinin elde edilen siirglinlerin iizerinde fenotip etkilerine ait varyans analizi ise

Cizelge 4.5’ te verilmistir.

Cizelge 4.5.Farkl1 EMS konsantrasyonlarma ve farkli siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin
siirgiin rejenerasyonunun fenotipe ait varyans analizi.

Bogum sayisi Bogumlar arasi Yaprak sayisi Yaprak alam
VK SD (adet) mesafe(cm) (adet) (cm?)
KO F KO F KO F KO F
EMS 3 4,73 1,25% 0,34 0,98% 39,63 1,98% | 0,010 2,90%
Siire 2 13,12 3,47* 0,10 0,30% 74,11 3,71* 0,038 | 11,50*
EMSxSiire 6 4,54 1,20% 0,11 0,315 25,02 1,25% | 0,009 2,60*
HATA 24 3,77 - 0,35 - 19,95 - 0,003 -
Genel
Toplam 35 i i j j i i i i

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
% $nemsizdir.

Cizelge 4.5. incelendiginde farkli EMS konsantrasyonlarinin bogum sayisi,
bogumlar arasi mesafe, yaprak sayis1 ve yaprak alami istatistiki olarak Onemsiz

bulunmakla birlikte EMS'e maruz kalma siirelerinde bogum sayisi, yaprak sayisi ve
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yaprak alani istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmus, bogumlar arasi
mesafe ise istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. EMS X Siire opsiyonunda ise bogum
say1si, bogumlar arast mesafe ve yaprak sayisi istatistiki olarak 6nemsiz bulunurken
yaprak alani istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu sonuglarin

Duncan testi ile yapilan analizi ¢izelge 4.6, 4.7 ve 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.6.Farkli EMS konsantrasyonlarina maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin fenotipik analizleri

EMS Bogum sayisi Bogumlar arasi mesafe Yaprak sayisi Yaprak alam
(mg/L) (adet)™ (cm)®* (adet)** (i) =
0,025 2,28 0,78 6,11% 0,07%®
0,05 1,33 0,60 3,60° 0,04
0,10 2,98 1,07 8,60° 0,107
0,20 2,71 0,86 7,05® 0,112

**Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
s onemsizdir.

Cizelge 4.6. gorildiigii tizere farkli EMS konsantrasyonlarinda bogum sayisi ve
bogumlar arast mesafede istatistiki olarak benzerlik gostermistir ve Onemsiz
bulunmustur. Yaprak sayisi ve yaprak alani ise istatistiki olarak benzerlik gostermis ve
p<0,001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bogum sayis1 1,33-2,98 arasinda degisirken,
en yuksek (2,98) 0,1 mg/L EMS ve en disik (1,33) 0,05 mg/L EMS olarak
kaydedilmistir. Bogumlar aras1 mesafe 0,60-1,07 cm arasinda bulunurken, en yiiksek
(1,07) 0,1 mg/L EMS ve en diisiik (0,60) 0,05 mg/L EMS ortaminda kaydedilmistir.
Yaprak sayisi 3,60-8,60 arasinda gézlemlenirken, en yiiksek (8,60) 0,1 mg/L EMS, en
diisiik (3,60) 0,05 mg/L EMS olarak kaydedilmistir. Yaprak alaninda ise bu oran 0,04-
0,11 cm? arasinda kaydedilirken, en yiiksek (0,11) 0,2 mg/L EMS, en diisiik (0,04) 0,05
mg/L EMS ortaminda kaydedilmistir.
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Cizelge 4.7.Farkl siirelerde EMS’ye maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin fenotipik analizleri

Siire Bogum sayisi Bogumlar arasi mesafe Yaprak sayisi Yaprak alani(cm?)
(dk) (adet) ** (cm) * (adet) ** **

30 1,42° 0,93 4,05° 0,02¢

60 2,10% 0,75 5,99% 0,08

120 3,478 0,81 8,99° 0,13

**Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
5 onemsizdir.

Cizelge 4.7. ‘de gorildiigii lizere EMS mutajeni ¢ozeltisinde farkli stirelere
maruz birakilan tam yapraklardan elde edilen bitkilerin bogum sayisi, yaprak sayisi ve
yaprak alami istatistiki olarak benzerlik gosterip p<0,001 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Bogumlar aras1 mesafe istatistiki olarak farklilik gdsterip Onemsiz
bulunmustur. Bogum sayis1 1,42-3,47 arasinda degisiklik gosterirken en yiiksek (3,47)
120 dakikada, en diisiik (1,42) 30 dakikada gozlenmistir. Yaprak sayist 4,05-8,99
arasinda en yiiksek (8,99) 120 dakikada, en diisiik (4,05) 30 dakikada kaydedilmistir.
Yaprak alan1 ise 0,02-0,13 cm? arasinda en yiiksek (0,13) 120 dakikada, en diisiik (0,02)
30 dakikada gozlenmistir. Bogumlar arasi mesafe 0,75-0,93 cm arasinda en yiiksek

(0,93) 30 dakika, en diisiik (0,75) 60 dakika olarak kaydedilmistir.

Cizelge 4.8.Farkli EMS konsantrasyonlarina ve farkl siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin
fenotipik analizleri.

EMS EMS
Konsantrasyon Siiresi | Bogum sayisi Bogumlar arasi Yaprak sayis1 | Yaprak alani
(mg/L) (dk) (adet)* mesafe (cm)® (adet)** (cm?)**

30 2,26%® 1,05 5,53% 0,06

0,025 60 0,91° 0,65 5,009 0,027
120 2,76® 0,64 7,80% 0,13%¢
30 0,49° 0,84 1,21° 0

0,05 60 0,57 0,33 1,25 0
120 2,03® 0,64 8,33® 0,12%¢
30 2,10® 1,10 7,93® 0,04«

0,10 60 3,76° 0,99 10,26 0,15%®
120 3,06® 1,13 7,60% 0,13%¢
30 0,34° 0,75 1,55° 0

0,20 60 2,83% 1,02 7,46® 0,17°
120 4,06% 0,82 12,23 0,16%®

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.
% $nemsizdir.
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Cizelgede 4.8. incelendiginde EMS*Siire’de bogum sayisi istatistiki olarak
farklilik gostermistir ve p<0,05 diizeyinde 6nemlidir. Bogumlar aras1 mesafe istatistiki
olarak Onemsiz bulunmustur. Yaprak sayisi ve yaprak alanmi ise istatistiki olarak
benzerlik gostermekte olup p<0,001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bogum sayisi
0,34-4,06 arasinda degiskenlik gosterirken en fazla bogum sayist 0,20mg/L. EMS’de
120 dakikada gozlemlenmistir. Bogumlar arast mesafe 0,33-1,13cm arasinda olup en
fazla bogumlar aras1 mesafe 0,10mg/L EMS’de 120 dakikada tespit edilmistir. Yaprak
sayis1 1,21-12,23 arasinda degisirken en fazla yaprak sayist 0,20mg/L EMS’de 120
dakikada, yaprak alam ise 0-0,17cm? arasinda seyredip en fazla yaprak alam 0,20mg/L
EMS’de 60 dakikada gozlemlenmistir. Bogum sayis1 her konsantrasyonun genellikle
120 dakikasinda en iyi sonuglar1 vermistir. Bogumlar aras1i mesafede konsantrasyon ve
stireye bagl bir artis gozlenmemistir. Yaprak sayisinda artan siireye bagl olarak istisnai
durumlar olsa da artis gézlemlenmistir. Ayrica konsantrasyon sayisi arttikca fenotipik
olarak yapraklarin alaninda ve yesil renginin tonunda artis gorilmistir. Yaprak
alanindaki 0 degerleri bitkinin olmadigindan degil kullanilan image J programinin sari
yapraklar1 gérmeyip alanim1 hesaplayamadigindan dolayr bu degerler sifir olarak

girilmistir.
4.2 . Kullanilan NaN3; Mutajeninin In vitro Rejenerasyonuna Etkileri

4.2.1.Farklh NaN3 Konsantrasyonlarina ve Farkh Siirelere Maruz Kalan Bacopa

monnieri L.'nin Tam Yaprak Eksplantinda Siirgiin Rejenerasyon Calismasi.

MS ortaminda gogaltilan bitkilerden, tam yaprak boliimi kesilerek 0,025mg/L,
0,05mg/L, 0,1mg/L ve 0,2mg/L oranlarinda NaN3 ¢ozeltilerinde 30, 60 ve 120 dakikada
bekletilerek MS ve 1,0 mg/L BAP'li ortamlarda kiiltire alinmistir. Eksplantlar besi
ortaminda 15 haftaya kadar bekletilmistir. Eksplantlarda kallus  olusumu
gozlemlenirken, 2 hafta iginde eksplantlarin kenarinda ve petiol (yaprak sapi) olan
bolgelerde siirgiin uglart goriillmeye baglamigtir. Daha sonra, 4 ile 5 hafta sonrasinda
belirgin bir sekilde ¢oklu siirglin olusumu gozlemlenmistir. Eksplantlar besi ortaminda
15 hafta boyunca kiiltiire alindiktan sonra veri analizi alinip, istatistiksel analizine tabi

tutulmustur. Istatistiksel analiz ise ¢izelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8.Farkli NaN3 konsantrasyonlarina ve farkli siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin

slirgiin rejenerasyon ¢alismasina ait varyans analizi.

Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina siirgiin Siirgiin
VK SD yiizdesi (%) sayisi (adet) uzunlugu (cm)
KO F KO F KO F
NaNs 3 5700,00 7,897* 280,87 0,446% 2,94 1,26%
Siire 2 77,77 0,108% 1530,05 2,429% 9,25 3,97*
NaNsxSiire | 6 700,00 0,969% 439,86 0,698 1,79 0,76%
HATA 24 722,22 - 629,83 - 2,33 -
Genel
Toplam 3 i i ) ] ] )

*p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

% Snemsiz.

Cizelge 4.8. incelendiginde farkli NaNs konsantrasyonlarini iceren ortamlarda

stirglin rejenerasyonu yiizdesi istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunurken,

eksplant bagma silirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu istatistiki

olarak Onemsiz

bulunmustur. NaNs'e maruz kalma siirelerinde ise siirgiin uzunlugu istatistiki olarak

p<0,05 diizeyinde Onemli oldugu kaydedilirken, siirgiin rejenerasyon yiizdesi ve

eksplant basina siirgiin sayisi istatistiki olarak Onemsiz olarak kaydedilmistir. Son

olarak NaN3*Siire opsiyonunda ise siirgiin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina

slirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu istatistiki olarak onemsiz goriilmiistiir. Duncan testi

sonuglari ¢izelge 4.9., 4.10. ve 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.9.Farkli NaN; konsantrasyonlarina maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin siirgiin

rejenerasyonu.
Siirgiin rejenerasyon yiizdesi Eksplant basina siirgiin Siirgiin uzunlugu
NENAEL) (%) ** sayisi (adet)® (cm) ¥
0,025 60,002 23,81 2,30
0,05 71,112 10,72 1,42
0,1 53,332 14,90 1,38
0,2 13,33° 14,11 0,93

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.

% gnemsizdir.
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Cizelge 4.9. gorildigli tizere NaNs  konsantrasyonlarinda  siirgiin
rejenerasyonunda birtakim istatistiki farkliliklar gézlemlenmis ve p<0,001 diizeyinde
onemli bulunmustur. Eksplant bagina siirgiin sayis1 ve silirgiin uzunlugu istatistiki olarak
benzerlik gdstermis ve onemsiz bulunmustur. Siirglin rejenerasyonu %13,33-%71,11
arasinda en yiiksek (%71,11) 0,05 mg/L NaNs, en diisiik (%13,33) 0,2 mg/L NaNs
ortaminda kaydedilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisinda 10,72-23,81 arasinda
degiskenlik gosterirken en yiiksek (23,81) 0,025 mg/L NaNs, en disiik (10,72)
0,05mg/L NaN3 ortaminda gozlenirken siirgiin uzunlugu ise 0,93-2,30 arasinda en
yiiksek (2,30) 0,025 mg/L NaN3 ortaminda, en diisiik (0,93) 0,2 mg/L NaNs ortaminda
kaydedilmislerdir. Siirgiin uzunlugunda konsantrasyon arttikca degerler belirgin 6lglide
azalmistir. Fakat siirgiin rejenerasyon yilizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisinda

kayda deger bir azalis goriilmemistir.

Cizelge 4.10.Farkli siirelerde NaNs‘e maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin siirgiin rejenerasyonu.

Siire Siirgiin Rejenerasyon Eksplant basina siirgiin sayist Siirgiin uzunlugu
(dakika) yiizdesi (%) (adet)® (cm)**
30 51,66 3,22 0,63°
60 50,00 19,55 1,52%
120 46,66 24,89 2,38°

**Ayni siitunda farklt harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde Gnemlidir.
% onemsizdir.

Cizelge 4.10. goriildiigii tizere NaN3 mutajeni ¢ozeltisinde farkli siirelere maruz
birakilan tam yapraklardaki siirgiin rejenerasyonu yiizdesi ve eksplant basina siirgiin
sayist istatistiki olarak benzerlik gostermis ve Onemsi bulunmustur. Siirgiin
uzunlugunda ise birtakim istatistiki farkliliklar gozlenmis ve p<0,001 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Siirgiin rejenerasyon yiizdesi %46,66-%51,66 arasinda en yiiksek (51,66)
30 dakika, en diisiik (46,66) 120 dakika olarak kaydedilmistir. Eksplant basina siirgiin
sayisi en fazla (24,89) 120 dakika, en diisiik (3,22) 30 dakikada gozlemlenmistir.
Stirglin uzunlugu ise 0,63-2,38 cm arasinda en yiiksek (2,38) 120 dakika, en diisiik
(0,63) 30 dakika olarak tespit edilmistir. Siirgiin rejenerasyon yiizdesinde siire artisina
bagli olarak degerlerde azalma goriiliirken, eksplant basina siirgiin sayisinda ve siirgiin

uzunlugunda tam tersine siire arttik¢ca degerler artmistir.
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Cizelge 4.11.Farkli NaN3 konsantrasyonlarina ve farkli siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin
siirgiin rejenerasyonu.

Kon sgﬁl\ll’;sy o Sl\:ie::ssi Siirgiin Refjenerasyon ) Elisplant basmna Siil:giin
(mg/L) (dk) yiizdesi (%) ** siirgiin sayisi (adet)” | uzunlugu (cm)*
30 53,33%¢ 1,06 0,91%®
0,025 60 73,337 18,08 2,76%
120 53,33%¢ 52,30 3,23
30 93,33% 2,06 0,40%®
0.05 60 60,007 13,91 0,83%
120 60,00%¢ 16,20 3,03
30 60,00%¢ 9,75 1,20%®
0,10 60 53,33%¢ 23,86 1,83%
120 46,66 11,08 1,11%®
30 0 0 0
0,20 60 13,33% 22,33 0,65®
120 26,66 20,00 2,16%

** Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde nemlidir.
*p<0,05 diizeyinde Gnemlidir.
S onemsizdir.

Cizelgede 4.11. incelendiginde NaNs*Siire’de silirgiin rejenerasyon ylizdesi
istatistiki olarak farklilik gostermistir ve p<0,001 diizeyinde dnemlidir. Eksplant basina
stirglin sayis1 istatistiki olarak farkli olup Onemsiz bulunurken siirglin uzunlugu ise
istatistiki olarak farkli olup p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirgiin rejenerasyon
ylizdesi 0-93,33 arasinda degiskenlik gosterirken en fazla 0,05mg/L NaNs’de ve 30
dakikada, en az ise 0,2mg/L NaNs’deve 30 dakikada goézlenmistir. Eksplant basina
stirglin sayist 0-52,30 arasinda seyredip en fazla eksplant bagina siirglin sayisi
0,025mg/L NaNsz’de ve 120 dakikada, en az 0,20mg/L NaNsz’de ve 30 dakikada
gozlenmistir. Siirglin uzunlugu ise 0-3,23cm arasinda degerler alirken en fazla siirgiin
sayist 0,025mg/LL NaN3z’de ve 120 dakikada, en az ise 0,2mg/LL NaN3’de ve 120
dakikada gozlenmistir. 0 degeri olmasinin nedeni doku kiiltiirii yaparken ortamdan
kaynakli bakterilerin magentalar1 kontamine etmesi sonucunda bu deger yazilmistir.
Siirgiin ~ rejenerasyonunda  konsantrasyon arttikca degerler diigmiistiir. Diger
opsiyonlarda ise konsantrasyona ve siireye bagli bir artis veya azalis s6z konusu

degildir.

4.2.2. Farklh NaN3; Konsantrasyonlarina ve Farkh Siirelere Maruz Kalan Bacopa

monnieri L.'nin Fenotipe Etkisi

MS ortaminda ¢ogaltilan bitkilerden, tam yaprak boliimii kesilerek 0,025mg/L,
0,05mg/L, 0,1mg/L ve 0,2mg/L oranlarinda NaN3 ¢ozeltilerinde 30, 60 ve 120 dakikada
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bekletilerek MS ve 1,0 mg/L BAP'l1 ortamlarda kiiltire almmistir. NaNs
konsantrasyonlar1 ve siiresinin elde edilen siirglinlerin {izerinde fenotip etkilerine ait

varyans analizi ise ¢izelge 4.11.’de verilmistir.

Cizelge 4.11. Farkli NaN3 konsantrasyonlarina ve farkl siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin
slirgiin rejenerasyon ¢alismasina ait varyans analizi.

Bogum sayis1 | Bogumlar aras1 | Yaprak sayisi Yaprak alam
VK SD (adet) mesafe(cm) (adet) (cm?)

KO F KO F KO F KO F
NaNs 3 | 16,84 | 4,64* | 0,44 1,92% 53,31 | 4,08* | 0,002 | 0,631%*
Siire 2 | 19,78 | 5,45* | 0,19 0,85% | 131,64 | 10,09* | 0,017 | 4,80*

NaNsxSiire | 6 | 4,77 | 1,31 | 0,21 0,94% 10,60 | 0,81%* | 0,002 | 0,55%

HATA 24 | 3,62 - 0,23 - 13,04 - 0,004 -
Genel
Toplam 3 i g ] ] ] ) ) )

*p<0,05 diizeyinde Onemlidir.
 dnemsizdir.

Cizelge 4.11. incelendiginde farkli NaN3 konsantrasyonlarini iceren ortamlarda
bogumlar aras1 mesafe ve yaprak alani istatistiki olarak onemsiz goriiliirken, bogum
sayist ve yaprak sayisi istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde onemli bulunmustur.NaNz'e
maruz kalma siirelerinde ise bogumlar arast mesafe istatistiki olarak Onemsiz
bulunurken, bogum sayis1 ,yaprak sayisi ve yaprak alani ise istatistiki olarak p<0,05
diizeyinde onemli bulunmustur.NaN3z*Siire opsiyonunda ise bogum sayisi, bogumlar
aras1 mesafe, yaprak sayisi ve yaprak alanmi istatistiki olarak onemsiz bulunmustur.

Duncan testi sonuglar1 ¢izelge 4.12., 4.13. ve 4.14.”de verilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli NaN; konsantrasyonlarina maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin fenotipik
analizleri.

NaNs Bogum sayis1 Bogumlar arasi mesafe Yaprak sayisi Yaprak alam
(mg/L) (adet)™ (cm)® (adet)™ (cm?)®
0,025 4,26% 0,57 8,36° 0,070
0,05 2,46%® 0,67 5,62% 0,042
0,1 3,228 0,62 6,71% 0,053
0,2 1,01° 0,19 2,58° 0,045

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
% $nemsizdir.
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Cizelge 4.12. goriildigli iizere NaNs konsantrasyonlarinda bogum sayisi ve
yaprak sayisinda istatistiki olarak farkliliklar gozlemlenmis ve p<0,001 diizeyinde
onemli bulunmustur. Bogumlar arasi1 mesafe ve yaprak alaninda istatistiki olarak
benzerlik gostermistir ve Onemsiz bulunmustur. Bogum sayis1 1,01-4,26 arasinda
degisim sergilerken en fazla (4,26) 0,025 mg/L NaN3z ve en disiik (1,01) 0,2mg/L
NaNs’de kaydedilmistir. Yaprak sayisinda 2,58-8,36 arasinda en fazla (8,36) 0,025
mg/L NaNs en az (2,58) 0,2 mg/L NaNz ortaminda gozlemlenmistir. Bogumlar arasi
mesafe 0,19-0,67 arasinda seyrederken en fazla (0,67) 0,05mg/L NaNs, en az (0,19)
0,2mg/L NaNz’de gbzlemlenmistir. Yaprak alani ise 0,042-0,07 arasinda en fazla (0,07)
0,025 mg/L NaNs3ortami en az (0,042) 0,1 mg/L NaN3 ortami olarak kaydedilmistir.

En fazla bogum sayisi, en fazla yaprak sayisi ve en fazla yaprak alani
0,025mg/ml'lik NaN3 konsantrasyonunda goriiliirken, en fazla bogumlar aras1 mesafe ise

0,05mg/ml'lik NaNs konsantrasyonunda gozlenmistir.

Cizelge 4.13. Farkl siirelerde NaNs’e maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin fenotipik analizleri.

Siire Bogum sayisi Bogumlar arasi mesafe Yaprak sayisi Yaprak
(dakika) (adet)** (cm)® (adet)** alami(cm?)**
30 1,25 0,58 2,02° 0,010°
60 3,442 0,37 7,36% 0,075?
120 3,52% 0,59 8,08% 0,0772

**Ayni siitunda farkls harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde Snemlidir.
5 onemsizdir.

Cizelge 4.13. goriildiigii tizere NaN3z mutajeni ¢ozeltisinde farkli siirelere maruz
birakilan tam yapraklardaki bogum sayisinda, yaprak sayisinda ve yaprak alaninda
birtakim istatistiki farkliliklar gozlenmistir ve p<0,001 diizeyinde énemli bulunmustur.
Bogumlar aras1 mesafedeki veriler ise istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur. Bogum
sayisinda 1,25-3,52 arasinda en fazla (3,52) 120 dakika, en az (1,25) 30 dakika olarak
kaydedilmistir. Yaprak sayis1 2,02-8,08 arasinda en fazla (8,08) 120 dakika, en az (2,02)
30 dakika olarak belirtilirken yaprak alani ise 0,010-0,077 arasinda en fazla (0,077) 120
dakika, en az (0,010) 30 dakika olarak gosterilmistir Bogumlar aras1 mesafe 0,37-0,59
arasinda en fazla (0,59)120 dakika, en az (0,37) 60 dakika olarak kaydedilmistir. Maruz

birakilma siirelerinin armastyla dogru orantili olarak degerlerde artis gostermistir.
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4.14. Farkli NaN3 konsantrasyonlarina ve farkli siirelere maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin
fenotipik analizleri.

i s':ﬁl\ll,;sy o S'\lllitl; Bogum szISI Bogumlar aris1 Yaprak s:?m Yaprak2 z:}am

(mg/L) (dk) (adet) mesafe (cm) (adet) (cm?)
0.025 30 1,38% 0,70® 2,16%¢ 0,022
' 60 5,33® 0,49%® 10,80%® 0,092
120 6,06 0,53® 12,132 0,118

30 0,26¢ 0,77® 1,43% 0
0.05 60 4,23 0,19% 8,86%° 0,07°
120 2,90%cd 1,042 6,56%0cde 0,052
30 3,3g% 0,86%® 4,480cde 0,022
0,10 60 3,10%c 0,59%® 7,13%cd 0,092
120 3,18%cd 0,43® 8,53%¢ 0,042

30 0 0 0 0
0,20 60 1,10% 0,19%® 2,66%¢ 0,032
120 1,930 0,37® 5,10pcde 0,092

*#*Ayn siitunda farklt harflerle gsterilen ortamlar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde onemlidir.
*p<0,05 diizeyinde Gnemlidir.
S onemsizdir.

Cizelge 4.14.’te goriildiigii lizere NaNs*Siire opsiyonunda bogum sayisi ve
yaprak sayisi istatistiki olarak benzerlik goriilmiis ve p<0,001 diizeyinde onemli
bulunmustur. Bogumlar arast mesafe ve yaprak alani ise istatistiki olarak benzerlik
gostermis olup p<0,05 diizeyinde énemli bulunmustur. Bogum sayis1 0-6,06 arasinda
degiskenlik gosterirken en fazla (6,06) 0,025mg/L NaNs’de ve 120 dakikada, en az (0)
0,20mg/L NaNz’de ve 30 dakikada gozlemlenmistir. Bogumlar arasi mesafe 0-1,04cm
arasindayken en fazla (1,04) 0,05mg/L NaN3’de ve 120 dakikada, en az (0) 0,20mg/L
NaNs’de ve 30 dakika olarak kaydedilmistir. Yaprak sayis1 0-10,80 arasinda
seyrederken en fazla (10,80) 0,025mg/L NaNs’de ve 60 dakikada, en az (0) 0,20mg/L
NaNs’de 30 dakika olarak yaprak alani ise 0-0,11 arasinda degiskenlik gosterip en fazla
(0,11) 0,025mg/L NaN3z’de 120 dakikada, en az (0) 0,20mg/L NaN3z’de 30 dakikada
kaydedilmistir. Degerler arasinda en az olarak gosterilen sifir (0) kontamine olmus

magentalarin olugmasi sonucu veri alinamadigi i¢in yazilmistir.

4.3. TARTISMA

Arastirmada sterilizasyon iglemi filtre sterilizasyon yontemi kullanilarak
yapildig1 icin mutajenden kaynaklanan bir kirlilik goriilmemistir. Eksplantta endojenik
bir bakteriyal kontaminasyon goriilmedig gibi ortaya c¢ikan bazi kontaminasyonlarin

ortaya ¢ikma nedeni ise ortam sartlarindan kaynaklandigi tespit edilmistir.
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Arastirmamizda kullandigimiz iki farkli mutajenler (EMS, NaNs) arasinda ve
maruz birakilma siireleri (30 dakika, 60 dakika, 120 dakika) arasinda 6nemli farklar
belirlenmigtir. EMS mutajenindeki konsantrasyona bagli sonuglarda verimi en iyi
aldigimiz konsantrasyon 0,1 mg/L olup belirlenen opsiyonlardaki ortalama degerleri ise
slirgiin rejenerasyon yiizdesi %91,11, eksplant bagina siirglin sayis1 41,36 adet, siirgiin
uzunlugu 2,97cm, bogum sayisi 2,98 adet, bogumlar aras1 mesafe 1,07cm, yaprak sayisi
8,6 adet iken yaprak alaninda 0,2mg/L’de 0,11cm? olarak belirlenmistir.

EMS’de siireye bagli sonuglarda verimi en 1yi aldigimiz maruz birakilma siiresi
120 dakika olup belirlenen opsiyonlardaki ortalama degerleri ise siirgiin rejenerasyon
ylizdesi %86,66, eksplant basina siirgiin sayist 49,09 adet, siirgiin uzunlugu 2,98cm,
bogum sayisi 3,47 adet, yaprak sayis1 8,99 adet, yaprak alan1 0,13cm? iken bogumlar
arast mesafe 30 dakikada 0,93cm olarak belirlenmistir.

EMS’de Konsantrasyon Ve Siire’ye bagli parametrelerin sonuglarinda verimi en
iyl aldigimiz konsantrasyon ve siire 0,2mg/L’de 120 dakika olarak belirlenmis olup
belirlenen opsiyonlardaki ortalama degerler siirgiin rejenerasyon yiizdesi %100, siirglin
uzunlugu 4,06cm, bogum sayisi 4,06 adet ve yaprak sayis1i 12,23 adet olarak
bulunmustur. Diger degerler ise eksplant basina siirgiin sayis1 0,10mg/L’de 60 dakika ve
degeri 57,00 adet, bogumlar aras1 mesafe 0,10mg/L’de 120 dakika ve degeri 1,13cm son
olarak yaprak alan1 0,20mg/L’de 60 dakika ve degeri 0,17cm? olarak belirlenmistir.

NaNs mutajenindeki konsantrasyona bagli sonuglarda verimi en iyi aldigimiz
konsantrasyon 0,025mg/L olup belirlenen opsiyonlardaki ortalama degerleri ise eksplant
basina siirgiin sayis1 23,81 adet, siirgiin uzunlugu 2,30 cm, bogum sayist 4,26 adet,

2 olarak belirlenmis olup diger

yaprak sayis1 8,36 adet ve yaprak alani 0,07 cm
opsiyonlar ise siirgiin rejenerasyonu 0,05mg/L’de %71,11 ve bogumlar aras1 mesafe
0,05mg/L’de 0,67cm olarak belirlenmistir.

NaNs’de siireye bagli sonuclarda verimi en iyi aldigimiz stire 120 dakika olup
belirlenen opsiyonlardaki ortalama degerleri ise eksplant basina siirgiin sayist 24,89
adet, siirgiin uzunlugu 2,38 cm, bogum say1s1 3,52 adet, bogumlar aras1 mesafe 0,59 cm,
yaprak sayis1 8,08 adet ve yaprak alan1 0,07 cm? olup diger opsiyondaki degeri ise
slirgiin rejenerasyon ylizdesi 30 dakikada %51,66 olarak belirlenmistir.

NaN3’de Konsantrasyon ve Siire’ye bagli parametrelerin sonuglarinda verimi en
iyi aldigimiz konsantrasyon ve siire 0,025mg/L’de 120 dakikada olarak belirlenmis olup

belirlenen opsiyonlardaki ortalama degerler eksplant bagina siirglin sayist 52,30 adet,

siirgiin uzunlugu 3,23cm, bogum sayisi 6,06 adet ve yaprak alani 0,11cm? olarak
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bulunmustur. Diger degerler ise siirgiin rejenerasyon yiizdesi 0,05mg/L’de 30 dakika ve
degeri %93,33, bogumlar aras1t mesafe 0,05mg/L’de 120 dakikada 1,04cm ve yaprak
sayis1 0,025mg/L’de 60 dakika ve degeri 10,80 adet olarak bulunmustur.

Iki farkli mutajen arasinda en iyi cevap EMS’nin yiiksek konsantrasyonlarinda
gozlenmistir. NaN3’in rejenerasyon hizi daha yavagsken EMS daha kisa siirede kallus
olusumu ve ardindan daha hizli siirgiin vermeye baslamistir. Siire bazinda ise 120
dakikalik zamanda EMS ve NaNgz iyi sonu¢ vermistir ancak verim kiyaslandiginda
EMS’nin verimi daha ytiksektir.

Chaudhary vd. (2001) belirgin bir mutant olan etil metan siilfonat (EMS) ile
muamele edilen 200 tohum, Rmtl'den 4 saat siireyle alinan, M2 jenerasyonundan 400
cemen otu (Trigonella foenum-graecum L.) bitkisi elde edilmistir. Tim M2
popiilasyonlarindan rastgele 6rnekler (mutant hari¢) M3 nesline ilerletilmistir. 798 bitki
orneginde bir belirleyici tipin ortaya c¢ikmasi, 06zelligin monogenik oldugunu
gostermistir. Bu mutant, Rmt 1 ve UM 305 (benzer biiylime aliskanlig1 i¢in spontan
mutant) ile birlikte biiytitiilmistiir. Bitki boyu, bitki basina bakla sayisi, bitkide tane
verimi ve yaprak biti istilasi i¢in genotipler arasinda 6nemli farkliliklarin varligi tespit
edilmistir. Arastirmamizda kullandigimiz mutajenlerden biri olan EMS bu ¢alismada da
gozlendigi lizere bitkinin boyunda, eksplant basina silirgiin sayisinda, yaprak alani,
yaprak sayisi ve bogum sayilarinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.

Diger bir arastirmada Escandon vd. (2006) B. monnierie L.'nin eksplant olarak
nodal segmentlerini, kimyasal mutajen olarak da kolsisin mutajenini %0.001
konsantrasyonunda kullanarak 24 ve 48 saat boyunca maruz birakmis ve sonug olarak
bitkide ¢icek boyutunda artiglar saptanmistir. Arastirmamizda kolsisine kiyasla 60 ve
120 dakika boyunca 0,2mg/L’lik EMS mutajenine maruz birakilan tam yaprak
eksplantlarin rejenerasyonu sonucu yaprak alaninda artis tespit edilmistir.

Arastirmamizda kullandigimiz model organizmay1 kullanan bagka bir arastirma
olan Naik vd. (2012) doku kiiltiiriinde yetistirilmis B. monnieri L. bitkiciklerini fiziksel
ve kimyasal mutasyonlarla uyarmislardir. %0,5'lik etil metan siilfonat (EMS)’1n farkli
konsantrasyonlarinda ve gama (y) 1sininin farkli dozlarindan in vitro iiretilmis olan B.
monnieri L. 'nin yapraklarina iglenmigtir. Xantha mutantlar1 10, 20 ve 40 Gy'de vy 1smnlari
ile 80 Gy'de y 1sinlar ile tedavi edilen tam yaprak eksplantlari nekrotik veya geri
dontisiimsiiz oldugu tespit edilmistir. Hem gamada hem de EMS tedavisinde hayatta
kalma orani, adventif siirglin sayisi, taze agirlik ve kuru agirlik gibi 6zelliklerde bir

azalma sergilenmistir. B. monnieri L. 'nin yaprak eksplantlarinda y 1smlarinin farkl
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dozlar1 ile yani 10, 20 ve 40 Gy ile uyarilmis mutasyonlarinda Bacoside A igeriginde
artis gozlenmis fakat EMS ile tedavi edilen yaprak eksplantlarinda ise énemli bir artig
gostermemistir.0,10,20,40 ve 80 (Gy) dozlarinda gama i1simlarimi ve %0,5
konsantrasyonundaki EMS'ye 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2,5 saat araliklarinda maruz
birakilmistir. Gama ve EMS'de siirglin sayisi, yas ve kuru agirligr gibi kantitatif
ozelliklerinde 6nemli Olgiide azalma gozlemlenmistir. Arastirmamizda ise kullanilan
%0,2’lik EMS ve 60 ile 120 dakikalik siirelerde siirgiin rejenerasyonunda, eksplant
basina siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, bogumlara mesafede azalma goriliirken bogum
sayisinda, yaprak sayisinda ve yaprak alaninda artislar tespit edilmistir.

Ug farkli bitkinin mutajenez maruz kalmasi sonucu bitkilerin fenotiplerini
arastiran bir ¢alisma olan Jonkowicz ve Till (2016) cesitli bitki tohumlarini (segilen
genotip kullanilarak kendi kendine iiretilmis veyahut bir tohum stok merkezinden
siparis edilmistir.) kullanmislardir. Kullanilan bu tohumlar arpa tohumu, chick pea ve
muzdur. EMS nokta mutasyonuna yol agarak bitki de yiizlerce veya binlerce lokali
indiikleyebilir. Ayrica niikleotit ¢esitliligini olusturmak ve hem ucuz hem de basit bir
yontem oldugu i¢in kullanilmistir. EMS'ye maruz kalmis bitkiler fenotipik
karakterizasyon olarak taranabilir. Bu ¢alismada EMS tedavisinin tohum ve vejetatif
propagiilleri iizerine etkisi incelenmistir. EMS yogunlugunun artmasiyla arpadaki
cimlenme yiizdesinin de arttigi gozlemlenirken Chick Pea bitkisinde ise ¢imlenme
ylizdesi azalmig ayrica %60 oraninda bitkide toksik etki olusturmustur. Sonu¢ olarak
40 mM EMS'de %65 oraninda rejenerasyon gozlemlenmis ve 0,25mM EMS'deki muz
bitkilerinde ise %100 rejenerasyon gostermistir. B. monnieri L.’deki durumumuzda
0,2mg/L’lik EMS’de 60 dakikalik ve 120 dakikalik ortamlarda %100 rejenerasyon
gostermistir.

Aragtirmamizda elde edilen bulgular olduk¢a onemlidir. Nesli tiikenmekte olan
bu akuatik bitkinin neslinin devamliligini saglayabilmek ve daha fazla verim alabilmek
icin egitimcilerimize yeni arastirma kapilar1 sunarak yol gosterici olup, bilimsel

anlamda da katki saglayacagi ongoriilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. SONUCLAR

Akuatik bir bitki olan B. monnieri L. ekili bir bitki tiirii olmadig1 i¢in tohumlarin
hayatta kalma olasilig1 disiiktiir. Bundan dolayr verimi arttirmak amaclanmistir.
Arastirmamizda doku kiiltiirii teknigi ile bitkinin tam yaprak eksplantlari alinarak farkli
mutajenlerin (EMS, NaN3), farkli konsantrasyonlar1 (0,025mg/L, 0,05mg/L, 0,1mg/L,
0,2mg/L) ve farkli siirelerde (30 Dk, 60 Dk, 120 Dk) 1.0 BAP’l1 besi ortamlarina
aktarilarak sonu¢lanmistir.

Eksplantlarda kallus olusumu goézlemlendikten 2 hafta icinde eksplantlarin
kenarinda ve petiol (yaprak sap1) olan bolgelerde siirgiin uglar1 goriilmeye baslamistir.
Daha sonra, 3 ile 4 hafta sonrasinda belirgin bir sekilde coklu siirgiin olusumu
gozlemlenmistir.

Eksplantlar besi ortaminda 15 haftaya kadar bekletilmistir. Eksplantlarda kallus
olusumu gozlemlendikten, 2 hafta i¢inde eksplantlarin kenarinda ve petiol (yaprak sapi)
olan bdlgelerde siirgiin uclar1 goriilmeye baslamistir. Daha sonra, 4 ile 5 hafta

sonrasinda belirgin bir sekilde ¢oklu siirglin olusumu gézlemlenmistir.

5.1.1. EMS Mutajeninden Alinan Sonuclar

EMS’de Konsantrasyon ve Siire’ye bagli parametrelerin sonuglarinda verimi en

1yi aldigimiz konsantrasyon ve siire 0,2mg/L’de 120 dakika olarak belirlenmistir.

Sekil 6.1. En iyi verim aldigimiz parametreler olan 0,2 mg/ml EMS konsantrasyonunda ve 120 dakikalik
slireye maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin sirastyla 2, 5 ve 14 haftalik goriiniimleri.
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Sekil 6.2. EMS mutajeninin en iyi siiresi olan 120 dakikada 0,0025mg/ml, 0,05mg/ml, 0,1mg/ml ve
0,2mg/ml konsantrasyonlarindaki goriiniimleri.

Sekil 6.3. EMS mutajeninin en iyi konsantrasyonu olan 0,2mg/ml de 30, 60 ve 120 dakikadaki
goriintimleri.

5.1.2. NaN3 Mutajeninden Alinan Sonuclar

NaNs’de Konsantrasyon ve Siire’ye bagli parametrelerin sonuglarinda verimi en
iyi aldigimiz konsantrasyon ve siire 0,025mg/L’de 120 dakikada olarak belirlenmistir.

Iki farkli mutajen arasinda en iyi cevap EMS’nin yiiksek konsantrasyonlarmda
(0,2mg/L ve 0,1mg/L) gozlenmistir. NaN3’in rejenerasyon hizi daha yavasken EMS
daha kisa siirede kallus olusumu ve ardindan daha hizli siirgiin olusumu baslamstir.
Stire bazinda ise 120 dakikalik zamanda EMS ve NaN3 iyi sonug¢ vermistir ancak verim

kiyaslandiginda EMS’nin verimi daha yiiksektir.
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Sekil 6.4. En iyi verim aldigimiz parametreler olan 0,025 mg/ml NaNs konsantrasyonunda ve 120
dakikalik siireye maruz birakilan B. monnieri L. bitkisinin sirasiyla 2, 5 ve 14 haftalik goriintimleri.

Sekil 6.5. NaN3z mutajeninin en iyi siiresi olan 120 dakikada 0,0025mg/ml, 0,05mg/ml, 0,1mg/ml ve
0,2mg/ml konsantrasyonlarindaki goriiniimleri.

Sekil 6.6. NaNs; mutajeninin en iyi konsantrasyonu olan 0,2mg/ml de 30, 60 ve 120 dakikadaki
goriiniimleri.
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5.2. ONERILER

Tezimizde elde edilen bulgular ¢ok onemlidir. Egitimcilerimize yeni arastirma
kapilar1 sunarak yol gosterici olup, bilimsel anlamda da katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada B. monnieri L.’nin ekili bir bitki tiirii olmadig1 igin
tohumlarinin hayatta kalma olasilig1 diisiikk olan ve yabanil neslinin tilkenme riskiyle
kars1 karsiya kalmasi sonucu verimin arttirilmasi ve ticari olarak ila¢ sektoriinde
kullanilarak pek cok sinirsel hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmesi i¢in bu tibbi
bitkinin saglikli bir sekilde cogaltilmasina veya igerisinde en Onemli etken olan
Bacoside A’nin miktarinin bozulmadan arttirilmasina ve korunmasma, in vitro
rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesine yonelik kapsamli ¢aligmalarini yapilmasini

ongormekteyiz.
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EKLER

EK-1: In vitro kosullarda farkli EMS konsantrasyonlarina ve farkli siirelere

maruz birakilmig B. monnieri L. bitkisi.

0,025 mg/ml EMS 0,05 mg/ml EMS 0,1 mg/ml EMS 0,2 mg/ml EMS
30 dakika 30 dakika 30 dakika 30 dakika

0,025 mg/ml EMS 0,05 mg/ml EMS 0,1 mg/m EMS 0,2 mg/ml EMS
60 dakika 60 dakika 60 dakika 60 dakika

-

5 = B
t

0,025 mg/ml EMS 0,05 mg/ml EMS 0,1 mg/ml EMS 0,2 mg/ml EMS
120 dakika 120 dakika 120 dakika 120 dakika
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EK-2: In vitro kosullarinda farkli NaN3 konsantrasyonlarma ve farkli siirelere

maruz birakilmig B. monnieri L. bitkisi.

0,025 mg/ml NaNs 0,05 mg/ml NaNs 0,1 mg/ml NaNs 0,2 mg/ml NaNs
30 dakika 30 dakika 30 dakika 30 dakika

0,025 mg/ml NaNs 0,05 mg/ml NaNs 0,1 mg/m NaN3 0,2 mg/ml NaN3
60 dakika 60 dakika 60 dakika 60 dakika

0,025 mg/ml NaNs 0,05 mg/ml NaNs 0,1 mg/ml NaNs3 0,2 mg/ml NaN3
120 dakika 120 dakika 120 dakika 120 dakika
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