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Oz: Bacopa monnieri (L.) Wettst su ortaminin iyilestirilmesinde ve geleneksel tip sisteminde 6nemli bir bitkidir. Bu calismada, B.
monnieri’nin doku kiltiirii teknikleri ile tiretimi hedeflenmistir. B. monneri’nin yaprak eksplantlar1 farkli dozlarda Zeatin (ZEA)’li soliisyonlarda
(0.5-8.0 mg/L) bir saat bekletilmis ve ardindan bitki biiylime diizenleyici igermeyen kiiltlir ortamina aktarilmistir. Yaprak eksplantlarindan ilk
slirgiin ¢ikislart 16. glinde 4 mg/L ZEA 6n uygulamasinda gozlenmistir. Siirgiin rejenerasyon frekansi % 16.66-88.89 arasinda siralanmistir. En
yiiksek siirgiin rejenerasyon frekanslar1 4 ve 8 mg/L ZEA 6n uygulamasinda elde edilmistir. Genel olarak ZEA konsantrasyonu arttik¢a siirgiin
sayis1 ve siirgiin uzunlugu da artmistir. Eksplant bagina maksimum siirgiin sayis1 (10.31 siirglin/eksplant) 4 mg/L ZEA 6n uygulamasinda, en
uzun siirgiinler ise (2.02 cm) 8 mg/L ZEA 6n uygulamasinda tespit edilmistir. Rejenere siirgiinler 0.25 mg/L indol-3-butirik asit (IBA) igeren
kiiltiir ortaminda koklendirildikten sonra dis kosullara basartyla alistirilmistir. Sonug olarak, ZEA 6n uygulamasinin B. monnieri’nin in vitro
tiretimindeki etkinligi kaydedilmistir.

Anahtar sozciikler: Sucul bitki, doku kiiltiirii, siirgiin rejenerasyonu, yaprak eksplanti.

Effect of Pre-treatment of Zeatin on Multiple Shoot Regeneration from Leaf
Explants of Aquatic Plant Bacopa monnieri (L.) Wettst

Abstract: Bacopa monnieri (L.) Wettst is an important plant in the remediation of the aquatic environment and in the traditional
medicine system. In this study, the propagation of B. monnieri by tissue culture techniques was aimed. Leaf explants of B. monneri were kept in
different doses of Zeatin (ZEA) solutions (0.5-8.0 mg/L) for one hour and then transferred to the culture medium without plant growth regulator.
The first shoot exits from the leaf explants were observed at 16 days with 4 mg/L. ZEA pre-treatment. The frequency of shoot regeneration was
between 16.66-88.89 %. The highest shoot regeneration frequencies were obtained at 4 and 8 mg/L ZEA pre-treatment. In general, the number
of shoots and shoot length increased as the ZEA concentrations increased. The maximum number of shoots per explant (10.31 shoots/explant)
was determined in the 4 mg/L ZEA pre-treatment, and the longest shoot (2.02 cm) was detected in the 8 mg/L ZEA pre-treatment. The
regenerated shoots were successfully acclimatized to the external conditions after rooting in culture medium containing 0.25 mg/L of indole-3-
butyric acid (IBA). In conclusion, the efficacy of the ZEA pre-treatment for in vitro propagation of B. monnieri was recorded.

Keywords: Aquatic plant, tissue culture, shoot regeneration, leaf explant.
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GIRiS

Sucul bitkiler su ortaminin dogal elemanlaridir.
Diger su organizmalar1 i¢in oksijen ve organik madde
iiretmelerinin yaninda korunma, beslenme ve iireme ortami
saglarlar (Cirik vd., 2011). Baz1 su bitkileri agir metal ve
diger kirlilik etmenlerini uzaklastirabilme &zelliklerinden
dolay1 su ortaminin iyilestirilmesine yardimci olurlar (Rai,
2009; Singh vd., 2012).

Bitki hiicre ve doku kiiltlirli uygulamalari, aseptik
sartlarda besleyici bir kiltiir ortaminda bitki hiicre veya
dokularindan yeni bitki veya bitkisel iriinler elde etmeye
yardimcr olmaktadir. Doku kiiltlirii teknikleri, hastaliksiz
bitki iiretimi, nadir bitki genotiplerinin hizli ¢ogaltilmasi,
bitki gen aktarimi ve ticari degeri olan bitkisel sekonder
metabolitlerin tiretimi gibi bitki odakli ¢alismalarda 6nemli
bir arag¢ haline gelmistir (Dias vd., 2016; Altpeter vd., 2016).

Genetik transformasyon ve biiyiik 6l¢ekli iiretim igin
verimli bir bitki rejenerasyon protokolii zorunludur. /n vitro
bitki kiiltiiriinlin basarisi, genotip, donér bitkilerin fizyolojik
durumlari, eksplant tipleri, yiizey dezenfeksiyon ydntemleri,
kiiltiir ortam, bitki biiylime diizenleyicileri, kiiltiir kaplarmin
biiylikligi, 1stk yogunlugu ve sicaklik gibi gesitli faktorlere
baghdir (Sivanesan ve Park, 2015). Kiiltiir ortaminin
bilesimi, eksplantlarin morfogenetik potansiyelini giiglii bir
sekilde etkiler. Besin ortami genellikle makro ve mikro
besinler, amino asitler, organik takviyeler, vitaminler, karbon
kaynaklari, bitki bilyiime diizenleyicileri ve katilagtirici
maddelerden olusur. Kiiltiir ortamindaki mineral elementlerin
optimizasyonu, eksplantlarin biiylimesini ve morfogenezini
arttirir (Kim vd., 2017). Bu nedenle, sitoloji, embriyogenez,
morfogenez, patoloji, germplazm, genetik manipiilasyon,
biiyiik 6lcekli klonal ¢cogaltim ve patojen icermeyen bitkilerin
iiretimi gibi bitki biyolojisinin hem temel hem de uygulamali
alanlarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Kim vd., 2017).
Bu teknik ile iiretilen bitkilere Ceratophyllum demersum L.
(Emsen ve Dogan, 2018; Dogan, 2019), Limnophila
aromatica (Lamk.) Merr. (Dogan, 2018), Pogostemon
erectus (Dalzell) Kuntze (Dogan, 2019), Nymphoides indica
(Jenks vd., 2000), Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb)
Koehne (Dogan, 2019) Cryptocoryne
Cryptocoryne beckettii (Stanly vd., 2011) drnek verilebilir.

Yiiriitiilen ¢alismada bitki materyali olarak Bacopa
monnieri (L.) Wettst. kullanilmigtir. Bu bitki, sulak alanlarda,
batakliklarda ve nemli yerlerde yetigebilir (Sharma vd.,
2010). B. agir metallerin  su ortaminda
uzaklagtirilmasinda yaygm kullanilan onemli bir bitkidir
(Hussain vd., 2011; Hussain ve Nabeesa, 2012). Ayrica
icerdikleri degerli aktif bilesiklerden dolay1 geleneksel tip
sisteminde 6nemli bir yere sahiptir ve epilepsi, uykusuzluk,
astim, romatizmaya ve idrar soktiiriicii gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Uabundit vd., 2010).

Bu calismada, onemli bir sucul bitki olan B.
monnieri’nin doku kiiltiirii ile hizli ve etkili iiretimi i¢in yeni
bir protokol gelistirilmesi hedeflenmistir. Bitkinin yaprak

wendtii  ve

monnieri
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eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda Zeatin (ZEA) igeren
soliisyonlarda bir saat bekletilmis ve ardindan bitki biiyiime
diizenleyici icermeyen kiiltiir ortamina aktarilmistir. Bitkinin
yapraklarindan ¢oklu siirglin rejenerasyonlart basariyla
saglanmigtir. Bu ¢alisma, B. monnieri’nin kiitlesel ¢ogaltimi
ve bu bitkiden o6nemli sekonder metbolitlerin iretimi
¢alismalarina yardimer olabilir.

MATERYAL ve METOT

Bitki materyali: Calismada kullanilan steril B.
monnieri bitkileri, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi,
Biyoloji Boliimii’nden temin edilmistir.

Doku kiiltiirii uygulamalari: In vitro c¢ogaltim
calismalari igin yaprak eksplantlari steril kosullarda bitkiden
izole edilmis ve 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/L ZEA igeren
soliisyonlarda 1 saat siire ile bekletilmistir (Sekil 1). Ayrica
kontrol olarak ZEA icermeyen su ortaminda yaprak
eksplantlar1 1 saat siire ile tutulmustur. Ardindan yaprak
eksplantlart % 3 sukroz (Duchefa) ve % 0.65 agar (Duchefa)
iceren hormonsuz-Murashige ve Skoog (1962) temel besin
ortaminda (MS) sekiz hafta siire ile kiiltiire alinmistir.

Tiim ortamlarin pH"1 otoklavlanmadan o6nce IN
NaOH ve IN HCI ile 5.8 £ 0.1'e ayarlanmistir. Ardindan
ortamlar 120°C'de 20 dakika boyunca 118 kPa atmosferik
basingta otoklavlanmistir. Biitiin kiiltiirler, beyaz floresan
lambalar altinda 16 saat 151k fotoperyodunda (5000 liiks),
24+1°C'de bekletilmistir. Sekiz haftalik kiiltiirden sonra,
deney sonlandirilmis ve siirgiin rejenerasyon verileri alinmis
ve analiz edilmistir.

Kiiltiir ortaminda elde edilen siirglinler ortalama 2.5
cm boyunda kesilmis ve indol-3-butirik asit (IBA) iceren MS
ortaminda dort hafta siiresince koklendirilmistir. Ardindan,
dis kosullara alistirmak i¢in musluk suyu ve kum igeren
akvaryuma transfer edilmistir (16 saat 151k; 23°C).

Sekil 1. ZEA soliisyonu igerisinde 1 saat bekletilen B. monnieri
yapraklari

Istatistiksel analizler: Tiim denemeler alti tekerriir
olarak uygulanmistir. Elde edilen veriler SPSS 21 for
Windows programi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir.
Post Hoc testleri i¢in de Duncan testleri uygulanmistir.
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Veriler arasindaki korelasyon analizi i¢in Pearson tek yonlii
analiz kullanilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

B. monneri’nin yaprak eksplantlart ZEA’nin farklt
konsantrasyonlari ile 6n muamele edilmis ve ardindan bitki
biliylime diizenleyici igermeyen MS temel besin ortamina
aktarilmistir. Kiiltiir ortaminda ilk siirgiin ¢ikislar 16. glinde
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4 mg/L ZEA 06n uygulamasma tabi tutulan yaprak
eksplantlarinda gozlenmistir. Dort hafta sonunda coklu
siirglinler belirginlesmistir. Sekiz hafta sonunda deneme
sonlandirilmis ve veriler alinarak varyans analizine tabi
tutulmustur (Tablo 1). Benzer sekilde in vitro iiretim igin
yaprak eksplantlarinin kullanimi1 daha dnce Aechmea ramosa
(Faria vd., 2018), Coffea arabica L. (Chone vd., 2018) ve
Feyissa, 2019)’da

kebericho  (Enyew

bildirilmistir.

Echinops ve

Tablo 1. Farkli ZEA 6n uygulamasinin B. monnieri’nin yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi.

Sl.l.l‘gllll‘ o Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet) Siirgiin - Uzunlugu
. Yiizdesi (%) (cm)

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Kareler

Kaynaklari Derecesi Ortalamasi ¥ degeri Ortalamasi F degeri Ortalamasi F degeri

Ortam 5 2950.89 23.90%* 37.76 33.50%* 0.42 63.10%*

Hata 12 123.47 - 1.13 - 0.01 -

Genel Toplam 17 - - - - - -

** p<0.01 diizeyinde énemli

_ 120 Varyans analizinde de goriilecegi iizere (Tablo 1)
< 100 a a farkli ZEA 6n muamelesi ile siirgiin rejenerasyon yiizdesi,
%‘ @ b a eksplant bagina siirgiin sayist ve siirgiin uzunluklar: arasinda
z T p<0.01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli farklilik tespit
% o0 edilmistir. Bu farkliliklarin  6nem diizeyini belirlemek
E 40 f amactyla Duncan testi yapilmistir (Sekil 2).
=2 ¢ . ZEA On uygulamasi ile yaprak eksplantlarinin
;n 0 - siirgin rejenerasyon degerleri farklilik gostermis olup
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Se . Farkli ZEA 6n uygulamasmin B. monnieri’nin yaprak

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu.

Farkli konsantrasyonlarda ZEA 6n uygulamasina birakilan yaprak
eksplantlarinin doku kiiltiirli sartlarindaki siirgiin rejenerasyon yiizdesi (A),
eksplant bagina siirgiin sayis1 (B) ve siirgiin uzunlugu (C) verileri. Tim
degerler alti tekrarin ortalamasi almana gelir (n = 6). Dikey cubuklar,
standart hatalar1 gosterir. Farkli harfler ile gosterilen degerler, istatistiksel
olarak farkli degerleri gosterir (p<0.05; Duncan).
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(»<0.05), % 16.66-88.89 arasinda degismistir (Sekil 2A).
Maksimum siirgiin rejenerasyon frekanslart % 88.89 ile
ZEA’nmn 4 ve 8§ mg/L 6n uygulamas: ile elde edilmistir.
Siirgiin  rejenerasyon frekansi, ZEA konsantrasyonunun
azalmasi ile diismistir. Minimum siirglin rejenerasyon
degerleri % 16.66 ile kontrol grubunda tespit edilmistir. Bu
sonuglar kullanilan biiyiime diizenleyicinin artigi ile yaprak
eksplantlarinin  siirgiin rejenerasyon kabiliyetinin arttigini
ortaya koymustur. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak Ozel (2018)
Isatis constricta Davis’in yaprak eksplantlarin1 in vitro
iiretim i¢in kiiltiire almis ve maksimum siirgiin rejenerasyon
yiizdelerini hormon seviyesinin artisi ile elde etmistir. Buna
kargin Ribeiro de Souza vd. (2019), Genipa americana L.’nin
yaprak eksplantlarini farkli konsantrasyonlarda (0, 1.12, 2.25
ve 3.37 mg/L) BAP iceren kiiltiir ortamina aktarmis ve en
yiiksek siirgiin rejenerasyon yiizdesini, en diisiik BAP (1.12
mg/L) iceren Kkiiltiir ortaminda elde etmistir. Bu sonuglar
siirgiin  rejenerasyon degerlerinin bitki tiirline gore ve
kullanilan bitki biiylime diizenleyicisine
degisebilecegini gostermistir.

gore

Siirgiinlerin ¢ikisi ile ZEA 6n muamelesi arasinda
istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde anlamli farkliliklar
tespit edilmistir (Sekil 2B). Eksplant basina siirgiin sayilari
1.33-10.31 siirgiin/eksplant arasinda siralanmistir. En yiiksek
eksplant basina siirgiin sayist 10.31 siirgiin/eksplant ile 4
mg/L ZEA uygulanan yapraklardan (Sekil 3a), ardindan ise
9.32 siirgiin/eksplant ile 8 mg/L ZEA uygulanan
eksplantlarda (Sekil 3b) elde edilmistir. Siirglin sayist
bakimindan 2, 4 ve 8 mg/L ZEA uygulamalari kendi
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aralarinda istatistiksel olarak onemli ¢ikmamistir (p>0.05).
Diisiik oranda ZEA uygulamasi yapraklardan ¢ikan siirgiin
sayisin1 olumsuz etkilemistir. Bu diislisiin sebebi, hormon
seviyelerinin eksplant {izerine farkli metabolik etkiler
yapmasindan ileri gelebilir.

Sekil 3. Yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin olusumu.
(a) 4 mg/L, (b) 8 mg/L ZEA 6n islem uygulanan yaprak eksplatlarindan
doku kiiltiirii sartlarinda sekiz hafta sonunda siirgiin olusumlart.

Kiiltiir ortaminda rejenere siirgiinlerin uzunluklari
1.15-2.02 cm arasinda degismistir (Sekil 2C). Yapraklara
uygulanan ZEA konsantrasyonlarinin artmasi ile siirgiinlerin
uzunluklart da artis gostermistir. En yiiksek degerde siirgiin
uzunlugu 2.02 cm ile 8 mg/L ZEA 06n uygulamasinda
bekletilen yapraklardan elde edilmistir. Ardindan ise 1.98 cm
ile 4 mg/L ZEA uygulanan yapraklarda belirlenmistir. 4
mg/L ve 8 mg/L ZEA uygulamasi arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar tespit edilmemistir (p>0.05). Aym sekilde
en diisiik siirgiin uzunlugu kontrol grubu yapraklarda elde
edilmesine ragmen, 0.5 mg/L ZEA uygulanan yapraklar ile
kontrol grubu yapraklar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik olusmamistir (p>0.05). Genel olarak hormon
oraninin artigi siirglin uzunluklan pozitif yonli etkilemistir.
Benzer sekilde, seviyesinin artis1 ile siirgiin
uzunluklarinda artiglar daha once Shahzad vd. (2011) ve
Enyew ve Feyissa (2019) tarafindan da bildirilmistir.

Elde edilen verilerin birbiri ile iliskileri Tablo 2’de
gosterilmigtir. Eksplant basina siirgiin sayisi ile siirglin
rejenerasyon degerleri arasinda (r=0.945, p<0.01) ve siirgiin
uzunlugu arasinda (r=0.914, p<0.01)
korelasyonlar tespit edilmistir. Ayrica, siirglin rejenerasyon

hormon

pozitif  yonli

ylizdesi ile siirgiin uzunlugu arasinda da pozitif yonde
iliskiler belirlenmistir (r=0.925, p<0.01). Bu degerlerden yola
¢ikarak siirgiin rejenerasyon yiizdesi, slirgiin sayisi ve siirgiin
uzunluklarmin birbiriyle iliskili oldugu sdylenebilir.

Tablo 2. Farkli ZEA 06n uygulamalan i¢in B. monnieri’de
korelasyon katsayilari.

Siirgiin Eksplant bagina Siirgiin

ZEA uygulamalari

rejenerasyonu siirgiin sayisi uzunlugu
Siirgiin rejenerasyonu 1 0.945%* 0.925%*
Eksplant basina siirgiin sayisi 0.945%* 1 0.914%*
Siirgiin uzunlugu 0.925%* 0.914%* 1

**Korelasyon 0.01 seviyesinde 6nemli (Tek yonlii)
Kiiltiir ortaminda uzayan siirgiinler 2.5 cm

uzunlugunda kesilerek 0.25 mg/L IBA iceren MS ortaminda
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dort hafta siiresince koklendirilmistir. Ardindan, dig kosullara
alistirmak icin akvaryuma aktarilmistir. Dort hafta sonunda
bitkilerin boylarinda ve yapraklarinda uzamalar gézlenmistir.
Bitkilerin dig kosullara aligtirilmasi basariyla saglanmustir.

SONUC

Bitkiler, dogal ortamlarindaki c¢evresel rollerinin
yani sira insanoglu i¢in de hayati énem tasirlar. Insanlar igin
nefes almak disinda bitkiler ziraat, sanayi, ticaret, endiistri,
gida ilac gibi alanlarda ham madde olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenlerle, bitkilerin liretimi i¢in bir¢ok
yontem denenmektedir. Bunlar arasinda etkili
yontemlerden olan doku kiiltiirii, genis dlgekli bitki {iretimi
icin dnemli bir alternatiftir. Bu ¢alismada, tibbi ve ¢evresel
acisan Onemli sucul bitki B. monnieri’nin doku kiltiird
teknikleri ile tiretimi saglanmistir. ZEA 6n uygulamasi ile
yapraklardan bitki eldesi, giincel ve 6zgiin bir protokol olarak
sunulmustur. En etkili ZEA degeri 4 ve 8 mg/L olarak
belirlenmistir. B. monnieri’nin in vitro Uretimini i¢eren bu
calisma sonuclari, bu bitkiden degerli sekonder metabolitler
biiyiik 6lceklerde elde edilmesine yardimci olabilir. Ayrica
agir metal aritim uygulamalart i¢in bu bitkilerin dogadan

ve

cn

toplanmasimnin ~ Oniine  gegilerek, biyogesitlilige  katki
sunulabilir.
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