alatarim 2008, 7 (2): 9-13

Begonia semperflorens’in Direk Organogenesis Yontemiyle Rejenerasyonu

N. Yesim YALCIN MENDI' Esra KOCAMAN' Ceren UNEK',
Selay ELDOGAN' Pembe CURUK' Giinsu GENCEL'
Sedat SERCE?

'Cukurova Un.i.versitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, Balcali-Adana
*Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, Hatay-Antakya

Oz
Siis bitkilerinde hiicre, doku ve organ kiiltiirii yontemlerinin kullanilmasi ve rejenerasyonu, genetik

mithendisligi ¢aligmalarinda ilk asamayi olusturmakta ve genetik manipulasyonlarda materyallerin
temininde kullanilmaktadir.

Bu aragtirmada Begonia semperflorens’de rejenerasyon optimizasyonunu saglamak amaciyla farkli
BA (0.0, 0.2, 0.5, 1.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.2, 0.5 mg/l) konsantrasyonlarini igeren MS ortamlari
denenmistir.

En iyi rejenerasyon oranlari sirasiyla; 0.5 BA - 0.5 NAA (%67.5), 0.5 BA - 0.2 NAA (%66.7) ve 0.2
BA - 0.5 NAA (%65.0) iceren ortamlardan saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: begonya, siis bitkileri, organogenesis, bitki biiylime diizenleyicileri.

Regeneration of Begonia semperflorens by Direct Organogenesis

Abstract

The plant cell, tissue or organ culture of many ornamental species and their regeneration are essential
for providing the material and systems for their genetic manipulation, and this is therefore the first
requirement of genetic engineering.

In this research, MS media containing different concentrations of BA (0.0, 0.2, 0.5, 1.0 mg/l.) with
NAA (0.0, 0.2, 0.5 mg/l.) were investigated to optimize regeneration of Begonia semperflorens.

The best regeneration and growth were obtained from the medium containing 0.5 BA - 0.5 NAA
(67.5%) followed by 0.5 BA - 0.2 NAA (66.7%) and 0.2 BA - 0.5 NAA (65.0%) in BA and NAA
combination.
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Giris

Siis Bitkileri iiretimi, Diinya’da ve Tiirkiye’de ekonomiye katki saglayan onemli bir sektor
olarak kabul edilmektedir. Hollanda ve Amerika gibi gelismis {ilkelerin yaninda gelismekte
olan bazi1 Afrika, Asya ve Gliney Amerika iilkeleri de uygun ekoloji ve ucuz is giicii
olanaklarimi kullanarak siis bitkileri tiretimi ile ihracat geliri elde etmektedirler.

Geligmis olan iilkelerde baslica {iretilen saksi bitkileri ve kesme cicekler arasinda; Begonya,
Benjamin, Kauguk agaci, Siklamen, Atatiirk cigegi, Acelya, Flamingo gagasi, Beyaz Yelken,
Afrika meneksesi, Giil, Krizantem, Karanfil ve Gerbera yer almaktadir. Diinya’da yaklasik 145
iilkede ticari anlamda siis bitkileri liretimi yapilmakta, bu {ilkelerin toplam iiretim alani ise
223.105 hektar olarak tahmin edilmektedir (Giirsan ve Erkal, 1998; Yazgan ve ark., 2005).
Uretilen 212,5 milyon bitkiden yaklasik %78’ini siis bitkileri olusturmaktadir. Hollanda,
Krizantem, Begonya, Benjamin, Lale, Siklamen, Filodendron, Afrika Meneksesi, Beyaz Yelken
ve Orman giilii gibi saks1 bitkilerinin ihracatinda egemendir (Rout ve ark., 2006).

Tiirkiye’de ise iiretimin biiyiik boliimii; Ege (Izmir), Marmara (Yalova, istanbul, Kocaeli,
Bursa, Adapazari-Sapanca) ve Akdeniz (Antalya, Adana, Mersin) bolgelerinde
gergeklesmektedir.
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Diinya siis bitkileri iiretiminde; Hollanda (%33), Japonya (%24), italya (%11), Amerika (%12),
Tayland (%10) ve digerleri %14°liik bir paya sahiptir. Ihracattaki paylar1 ise Hollanda; %59,
Kolombiya; %10, italya; %16, israil; %4, Ispanya; %2, Kenya; %1 ve digerleri; %18’dir.
Ihracatta en iyi olan dort iilke (Hollanda, Kolombiya, italya, Israil) diinya pazarinin %80’ini
elinde bulundurmakta, %20’sinden daha azin1 da gelismekte olan Afrika, Asya, Latin Amerika
gibi iilkeler paylagsmaktadir (Rout ve ark., 2006).

Biyoteknolojik yontemler, klasik {iretim yontemlerine alternatif olarak son 20 yilda karsimiza
cikmaktadir. Doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlar;
eksplant) veya organ (apikal meristem, kok ve benzeri) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki
veya bitkisel {riinlerin (metabolitler gibi) fliretilmesidir (Babaoglu ve ark., 2001). Tim
Diinya’da yaklasik 156 siis bitkisi, doku kiiltiirii yontemi ile farkli ticari laboratuvarlarda
iretilmektedir. Doku kiiltiirii, ucuz is giicli ve diisiik maliyet saglamasina ragmen geleneksel
¢ogaltim metotlarindan ¢ok daha pahalidir.

In vitro kiiltiiriin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemli avantajlart
bulunmaktadir. Bunlar; hastalik ve zararlilardan ari bitkisel materyal eldesi, kitlesel tiretimde;
iretilen bitkilerde homojenite, alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresi, zor iretilen
tiirlerin daha kolay iiretimi, segilen genotiplerin hizli {iretimi, iiretimde az ana¢ kullanilmasi,
mutasyonlardan dolay1 yeni ¢esitlerin elde edilme olasiligidir.

Farkli biiylimeyi diizenleyicileri (sitokinin ve oksin gibi) i¢eren in vitro kiiltiir ortamlarinda
bir¢ok siis bitkisinin ¢ogaltimi yapilmaktadir. Siklamen siirgiinlerinin rejenerasyonu ilk kez
yumru kisimlart kullanilarak, NAA ilave edilmis besi ortamindan saglanmistir. Begonya,
Flamingo gagasi, Giil, Afrika meneksesi, Petunya ve Siklamen bitkilerinin yaprak sapi ve
yaprak dokular1 kullanilarak rejenerasyondan bitkiye doniisiim saglanmistir. Siirgiin eksplantlar
kullanilarak Beyaz Yelken, Benjamin, Kauguk, Begonya gibi bitkilerden yeni bitkicikler elde
edilmistir. Somatik embriyogenesis uygulamalarinda da, saksili siis bitkilerinde (Krizantem,
Siklamen, Giil, Begonya Benjamin, gibi) onemli basarilar kaydedilmistir.

Begonia, Diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde yaygindir. Saksilarda ve bahge bitkisi
olarak kullanilmaktadir. Yaprak ve govdeden vejetatif yolla c¢ogaltilmaktadir. Ticari
yetistiricilikte yaklagik 200 tiirtintin kullanildig1 ortaya ¢ikmustir. En 6nemli tlirleri Begonia
tuberhybrida, B. semperflorens, B. tuberous X B. rex, Begonia X hiemaizs, Begonia X elatior, B.
X cheimantha ve B. X socotrana’dir.

B.semperflorens (gigek-seker begonya)’in anavatani Brezilya’dir. I¢ mekan siis bitkisi olarak
yetigtirilen ¢icek begonyalar hos, sirin ve dekoratif goriinimii ve kolay bakimiyla dikkat
cekmektedir. Yumru begonyalarin aksine daima yesil haldedir. Yapraklar1 agik yesilden kirmizi
kahverengiye kadar degisir. Cicekleri yalinkat ve katmerli, kirmizi, pembe veya beyaz renkli
bitkilerdir. Geleneksel ¢ogaltim yontemlerinde hastalik olusum problemi vardir ve genetiksel
homojen bitki tiretimi ¢ok giictiir. Hiicre kiiltiirii teknigi, begonya bitkisinin kitlesel cogaltilmasi
igin uygun bir metotdur. Bu yontemlerle, klasik ¢cogaltim yontemlerinde olusan problemlerin
iistesinden de gelinmektedir.

Bu c¢alismanin amaci B. semperfloren’da direk organogenesis yontemi kullanilarak
rejenerasyonu optimize etmek ve en uygun rejenerasyon protokoliinii belirlemektir.

Materyal ve Metot

Materyal

Aragtirmada, Istanbul Tohumculuk firmasindan temin edilen B. semperflorens tohumlari
kullanilmgtir,
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Metot

Doku Kiiltiirii Calismalar:

Yiizey Sterilizasyonu

Sterilizasyonda, B. semperflorens’in tohumlar1, %2’lik tween 20’den 2 damla igeren %15°lik
sodyum hipoklorit igerisinde c¢alkalanarak 10-12 dakika bekletilmistir. Steril saf su ile 3 kez

yikanan tohumlar, steril kabin igerisinde hazirlanmig MS (Murashige & Skoog, 1962)
ortamlarina ekilmislerdir.

Rejenerasyon

Rejenerasyon ortaminda farkli BA (0.0, 0.2, 0.5, 1.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.2, 0.5 mg/l)
konsantrasyonlarint iceren MS ortamlar1 kullanilmistir. Farkli hormon konsantrasyonlarinin
rejenerasyon lizerine olan etkileri arastirilmigtir. Tiim rejenerasyon se¢im uygulamalar1 25+1 °C
da 16 saat fotoperyotda (30 p mol.m® s floresan beyaz 1sik) in vitro kosullarda kiiltiire
alimmugtir. In vitro kiiltiirde siirgiinleri gelistirilmis olan eksplantlar, yeterli bitki sayisina
ulagincaya kadar 4 haftada bir alt kiiltiirleri yapilmistir.

Istatistiksel analizler SAS programi (Anonim, 2005) kullanilarak yapilmistir. Varyans analizi
GLM prosediirii  kullanilarak hesaplanirken, ortalamalar TABULATE prosediirii ile
hesaplanarak Duncan testiyle karsilagtirilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma

Rejenerasyon

Begonya’da rejenerasyon optimizasyonunu saglamak amaciyla farkli BA (0.0, 0.2, 0.5, 1.0
mg/l) ve NAA (0.0, 0.2, 0.5 mg/l) konsantrasyonlarini igeren MS ortamlar1 denenmis ve yaprak
ve yaprak sapi eksplantlari rejenerasyon ortamina konulduktan sonra birer hafta arayla
gozlemler yapilmigtir. Gozlem sonuglar Cizelge 1’de sunulmustur.

Cizelge 1. Rejenerasyon ortamina konulan yaprak sap1 eksplantlarinin rejenerasyon oranlari

Hormon Rejenerasyon
0.2 BA 39.6+16.6¢c
0.2 BA 0.2 NAA 43.8+17.2 bc
0.2 BA 0.5 NAA 65.0 + 20.5 ab
0.2 NAA 354+94¢
0.5 BA 58.3+ 6.5 abc
0.5 BA 0.2 NAA 66.7 + 6.5 ab
0.5 BA 0.5 NAA 67.5+30.1a
0.5 NAA 37.5+79¢
1 BA 52.1 £16.6 abc
1 BA 0.2 NAA 52.1+£16.6 abc
1 BA 0.5 NAA 47.9 £24.3 bc
Kontrol 40.0£13.7¢
Ortalama 50.2 + 18.9

Yaprak dokusundan rejenerasyon gozlenmezken, yaprak sapi eksplantlarinda birkag giin
icerisinde on iki farkli hormon konsantrasyonunun tamaminda rejenerasyon saptanmuistir.
Bununla birlikte en iyi rejenerasyon diisiik hormon konsantrasyonlarindan gézlemlenmistir.

En iyi rejenerasyon oranlar sirasiyla; 0.5 BA - 0.2 NAA (%66.7), 0.2 BA - 0.5 NAA (%65.0)
ve 0.2 BA - 0.2 NAA (%43.8) iceren ortamlardan saglanmigtir. 0.2 NAA ve 0.5 NAA iceren
ortamlarda ise koklenme gdzlemlenmistir.
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Sekil 1’de de goriildiigii gibi sadece NAA igeren ortamlarda kok gelisimi gézlenmistir. 0.2 mg/1
BA’nin NAA ile kombinasyonu sonucunda rejenerasyon oraninda artig saglanmistir. 0.5 mg/I
BA ’nin 0.2 mg/l NAA kombinasyonu ile de en yiiksek oranda rejenerasyon saglanmustir.
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Sekil 1. Begonia semperflorens yaprak sap1 eksplantlarinin farkli BA (0.0, 0.2, 0.5, 1.0 mg/1) ve
NAA (0.0, 0.2, 0.5 mg/l) kombinasyonunda rejenerasyonu

Takayama ve Misawa (1982) 1.3 uM BA - 5.4 uM NAA veya 4.6 uM Kn - 5.4 uM NAA
iceren ortamlardaki begonya yaprak ve c¢igek sap1 eksplantlarindan gelistirilen siirgiin
rejenerasyonun hizli oldugunu belirtmislerdir.

Daort farkli begonya tiirtinde (B. semperflorens, B. rex, B .x elatior, B .x tiger) yapraktan ve
petiol segmentlerinden basar1 ile rejenerasyon gerceklestirilmistir. Bes farkli MS ortami
denenmis ve bunlardan {igiine NAA ve BA, diger ikisine de NAA ve kinetin ilave edilmistir. BA
igeren ortamlardan elde edilen rejenerasyonun daha basarili oldugu saptanmistir (Espino ve ark.,
2004). Rejenerasyon orani eksplantlar ve genotipler arasinda farklilik gostermistir.
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