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Abstract: Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb.) Koehne is a medicinal aquatic plant belonging to the
family Lythraceae. Due to its ability to accumulate heavy metals, it also has a potential to be used for
wastewater treatment. In this study, the effects of the combinations of 0.05-0.25 mg/L Gibberellic acid (GA3)
and 0.25 mg/L Thidiazuron (TDZ) on in vitro callus formation from the full leaf, upper half of leaf and lower
half of leaf explants of R. rotundifolia were investigated. The highest percentage of callus formation (100%)
from the full leaf, upper leaf and lower leaf explants were obtained on MS medium containing 0,25 mg/L. GA3
and 0,25 mg/L TDZ, 0.05 and 0.25 mg/L GA3 + 0,25 mg/L TDZ and 0,05 mg/L GA3 + 0,25 mg/L TDZ. More
callus concentrations were recorded in culture media containing GA3 at low concentrations. The shortest callus
formation time was determined on the lower leaf explant cultured on MS medium containing 0.05 and 0.25
mg/L GA3 + 0.25 mg/L TDZ and on the 10th day. Various secondary metabolites from callus of R. rotundifolia
using plant tissue culture techniques can be obtained and these metabolites can be used in the pharmaceutical
field. In addition, callus formations can help gene transfer studies.
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Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) Koehne'nin tam yaprak ve yaprak
parcalarindan in vitro kallus olusumu

Ozet: Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb.) Koehne Lythraceae familyasina ait tibbi sucul bir bitkidir.
Ayrica, agir metalleri biinyesinde akiimiile etme 6zelligi nedeniyle de atik sularin aritiminda kullanilabilecek bir
potansiyele sahiptir (fitoremediasyon). Bu ¢calismada, R.rotundifoliamn tam yaprak, yaprak iist yaris1 ve yaprak
alt yaris1 eksplantlarindan in vitro kallus olusumu tizerine 0,05-1,25 mg/L Giberellik asit (GA3) ve 0,25 mg/L
Thidiazuron (TDZ) kombinasyonunun etkisini arastirilmigtir. Tam yaprak, iist yaprak ve alt yaprak
eksplantlarindan kallus olusturma orant (%100) sirastyla 0,25 mg/L GA3 ve 0,25 mg/L TDZ iceren MS
ortaminda, 0,05 ve 0,25 mg/L GA3 + 0,25 mg/L TDZ i¢eren MS ortaminda ve 0,05 mg/L GA3 + 0,25 mg/L TDZ
iceren MS ortaminda elde edilmistir. GA3’y1 diisiik konsantrasyonlarda iceren kiiltiir ortamlarinda daha fazla
kallus yogunlugu kaydedilmistir. En kisa kallus olusturma siiresi 0,25 mg/L. GA3 + 0,25 mg/L TDZ iceren MS
ortaminda yaprak eksplantlarinda ve 10. giinde belirlenmistir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak R.
rotundifoliamn kalluslarindan cesitli sekonder metabolitler elde edilebilir ve bu metabolitler farmasotik alanda
kullanilabilir. Ayrica kallus olusumlar1 gen aktarim ¢aligmalarina yardimci olabilir.

Anahtar kelimeler: Giberellik asit, Thidiazuron, In vitro, Kallus, R.rotundifolia, Yaprak eksplanti

Girig bitkidir. Giiney ve Giineydogu Asya, Japonya, Afrika,
Lythraceae familyasindan olan Rotala rotundifolia Avustralya, Cin, Hindistan ve Kuzey Amerika’da dagilim
(Buch-Ham. ex Roxb.) Koehne akuatik ve amfibik bir gostermektedir (Tan ve ark., 2009; Bhowmik ve ark.,
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2012). R. rotundifolia bitkisi Cin’in Yunnan eyaletinde
kan cibani, romatizma ve eklem agris1 tedavilerinde
kullamlmaktadir.  Ayrica  Staphylococcus
Escherichia coli and Bacillus diphtheriae bakterilerine
karsi anti-mikrobiyal Ozellige sahiptir (Tan ve ark.,
2009). 31 sulak alan tibbi bitkisinin anti oksidant ve
toplam fenolik iceriginin belirlenmesi icin yapilan bir
calismada R. rotundifolianin sulu ekstraktlarinin en
yiliksek antioksidant kapasiteye sahip oldugu ve fenolik
bilesikler bakimindan da ikinci sirada yer aldigi
bildirilmistir (Ho ve ark., 2012). R. rotundifolia arsenik
(As) ve Demir (Fe) gibi baz1 agir matalleri absorbe etme
ozelligine de sahiptir (Li ve ark., 2011). Bu ozelligi
nedeniyle de atik agir  metallerden
arindirilmasinda (remediasyon) kullanilma potansiyeline
sahiptir. Bunlarin yami swa, R. rotundifolianin
akvaryumlarda siis bitkisi olarak kullanilmasi (Anonim,
2014) da bu bitkinin ekonomik a¢idan Onemini
artirmaktadir.

Aseptik  kosullarda bitkinin doku, hiicre veya
organlarinin ¢esitli besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi,
onlardan yeni hiicreler, dokular, organlar, yeni bitkiler
veya bitkisel {iriinlerin iiretilmesi islemlerine bitki doku
kiiltiirii denilmektedir (Babaoglu ve ark., 2001). Bitki
doku Kkiiltiirii caligmalarinda kallus kiiltiirleri ¢oklu
siirgiin rejenerasyonu (Tang ve ark., 2006; Cheruvathur
ve ark., 2012), cesitli sekonder metabolit eldesi (Giri ve
ark., 2012;Gentile ve Uccella, 2014) ve gen aktarimi
(Hoenemann ve ark., 2012; Turana ve ark., 2014) gibi
caligsmalarda Bu
kombinasyonlart neden secildi bu bolimde kisa bir
ekleme yapilabilir.

Bu calismada, giberellik asit (GA3) ve thidiazuron
(7DZ) hormon kombinasyonlarinin, R.rotundifolia
bitkisinin tam yaprak, yaprak iist yaris1 ve yaprak alt
yarisi eksplantlarindan kallus olusturmasi iizerine etkisi
aragtirllmistir. Yaptigimiz arastirmalar cercevesinde R.
rotundifoliZnin tam yaprak, yaprak iist yaris1 ve yaprak
alt yaris1 kullanilarak 7n vitro kallus olusumu {izerine bir
caligmaya rastlanmamugtir.

aureus,

sularin

kullanilmaktadir. hormon

Materyal ve Metot
Bu calismada kullanilan bitki materyali Konya ilinde
bulunan akvaryumculardan temin edilmistir. R

rotundifoliZnin yiizey sterilizasyonuna baglamadan 6nce
10 dk akan c¢esme suyunda bekletilmigtir. Bitkilerin
yiizey sterilizasyonu %20 oraninda hidrojen peroksit
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(H207) ile 10 dk muamele sonunda elde edilmistir.
Yiizey sterilizasyonundan sonra eksplantlar steril saf su
ile 3 kez 5'er dakika durulama iglemine tabi tutulmustur.
Steril edilen siirgiin ucu ve bogum eksplantlart MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami (Tablo 1)

iceren steril magentalarda 24°C’de 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmigtir. Denemelerde bu
kiiltiir ortaminda gelisen 4 haftalik bitkilerden alinan
yaprak, yaprak {iist yarist ve yaprak alt yarisi parcalari
TDZ (0,25 mg/L) ve GA3 (0,05, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 ve
1,25 mg/L) kombinasyonlarini igeren MS besin
ortaminda kiiltiire alinmigtir (Tablo 2).

Tiim kiiltir ortamlarinda MS mineral tuz ve
vitaminleri, %3 siikroz ve %0,65’lik agar ile katilagtirilan
temel besin ortamu kullaniimigtir. Ortam hazirliginda
distile saf su kullanilmigtir. Besin ortaminin pH’s1, 1N
NaOH ve 1N HCI kullanilarak 5,7’e ayarlandiktan sonra
1,2 atmosfer basinci altinda ve 120°C’de 20 dk tutularak
sterilizasyon saglanmigtir. Denemelerde eksplantlar
beyaz LED (Light-Emitting Diode) 1sik (1500 liiks)
altinda 24°C sicaklikta ve 16 saat 1s1k 8 saat karanlik
fotoperiyodunda bekletilmistir.

Tablo 1. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan
maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/L)

NH4NO3 1650,000
KNO3 1900,000

gz:;’u or CaCL.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 Na>Mo04.2H20 0,250
FeS04.7H20 27,850
CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
Na2EDTA.2H20 37,250
Myo-Inositol 100,000
Nicotinic Acid 0,500

Vitaminler Pyrotinic Acid 0,500
Thiamine-HCI 0,100
Glycine 2,000
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Tablo 2. 0,25 mg/LL TDZ ve farkli GA3 dozlarinin Rotala
rotundifolianin yaprak, yaprak iist yarist ve yaprak iist yarisi
eksplantlarindan kallus olusumuna ait varyans analizi

Tam Yapral Yaprak Ust Yaprak Alt
Kallus Yiizdesi Yarisindan Yarisindan
VK o (,7)“1 Kallus Yiizdesi  Kallus Yiizdesi
SD ’ %) %)
KO F KO F KO F
Ortam 5 1608,23  7.44%x  1287,15 3,63* 728,46 1,52%
Hata 12 216,04 - 354,99 - 478,47 -

s 17 - - - - - -

VK: Varyasyon Kaynaklari; SD: Serbestlik Derecesi, **0.01
diizeyinde nemli, *0.05 diizeyinde 6nemli, ® Onemsiz

Denemeler 6 eksplant ve 3 tekerriirlii olarak 100x10
mm’lik petri kaplarinda yiiriitiilmiigtiir. Caligmadan elde
edilen veriler, bilgisayarda SPSS 16 for Windows
programi ile tesadiif parselleri deneme desenine gore
analiz edilmistir. Post Hoc testleri i¢in Duncan testleri
uygulanmistir.  Yiizde degerleri istatistik analizi
yapilmadan Once arcsin transformasyon’una tabi
tutulmugtur (Snedecor ve Cochran, 1967).

Bulgular ve Tartigma

Rotala rotundifolianmin tam yaprak, yaprak {ist yarisi ve
yaprak alt yaris1 eksplantlar1 7n vitro kallus olusumu icin
GA3 (0,05-1,25 mg/L) ve TDZ (0,25 mg/L) dozlarin
iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir (Tablo 2). En
erken kallus olusturma zamanlari 0,05 mg/L ve 0,25
mg/L GAs3 + 0,25 mg/L TDZ iceren MS ortaminda
sirastyla yaprak alt yaris1 eksplantinda 10. giinde, tam
yaprak eksplantinda 11. giinde ve yaprak iist yarisi
eksplantinda 14. gilinde kaydedilmistir. Benzer sekilde
Kumer Sen ve ark (2014) 1,0-5,0 mg/L 2,4-D ve 0,5
mg/L. BAP icen MS ortaminda Achyranthes aspera L.
bitkisinin yaprak eksplanti ile yaptiklart calismada en
erken kallus olusumunu 9. giinde kaydetmislerdir.

Sekiz hafta sonunda deneme sonlandirilmis ve
veriler alinarak analiz edilmistir. Yiiksek GA3 iceren bazi
kiiltlir ortamlarindaki eksplantlarda olduk¢a az sayida ve
kisa siirglin  olusumlart da go6zlenmigtir. Tim
eksplantlarda kallus olusturma yogunlugu genellikle
GAy7’lin diisik oldugu konsantrasyonlarda fazla olarak
kaydedilmigtir (Sekil 1). Ayrica, yaprak alt yarist
eksplantinda genellikle diger eksplantlara gore daha fazla
kallus olusturma yogunlugu gozlenmistir. Buna kargin,
Ceratophyllum demersum L. (Dogan ve ark., 2015;
Karatas ve ark., 2015), Pogostemon erectus (Dalzell)
Kuntze (Dogan ve ark., 2016) ve Pistia stratiotes L.

(Aasim ve ark., 2017) gibi su bitkileri ile yiiriitiilen
caligmalarda herhangi bir kallus olugumu
bildirilmemistir.

ortaminda (a) yaprak, (b) yaprak iist yaris1 ve (c) yaprak alt
yarist eksplantlarindan kallus olusumlart
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Yapilan varyans analizi sonuglarina gore (Tablo 2) %61,11-100,00 arasinda belirlenmistir (Tablo 3). Benzer
yaprak alt yarist eksplantlarinin kallus yiizdeleri ile sekilde Karatas ve ark (2013) 6nemli bir su bitkisi olan
ortamlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik Hygrophila polysperma yaprak eksplantlarin1 0,10-1,60
bulunmamistir. Buna karsin tam yaprak eksplantinin mg/L TDZ iceren MS ortaminda kiiltiire almig ve kallus
kallus yiizdesi ile ortamlar arasinda p 0,01 diizeyinde ve olusum frekansini %50,00-93,75 arasinda
yaprak iist yarisi eksplantinin kallus yiizdesi ise p 0,05 kaydetmislerdir. Ahmad ve ark (2010) Ruta graveolens
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir etkilesim L. bitkisinin yaprak eksplanti ile yaptig1 calismada kallus
gostermistir. Bu etkilesimin 6nem diizeyini belirlemek olusturma oranmmi BAP (1.0-10.0 pM) iceren MS
amaciyla yapilan Duncan testi sonuclari Tablo 3’de ortaminda %44.6 £ 2.40 -70.0 + 2.64 arasinda, Kinetin
verilmistir. (1.0-10.0 uM) iceren MS ortaminda %29.0 £ 2.08 - 69.0

0,05-1,25 mg/L GA3 ve 0,25 mg/L TDZ iceren MS + 3.78 arasinda ve BAP(7.5 uM) + NAA (0.5-5.0 uM)
besin ortamlarinda kallus olusumu yiizdeleri tam yaprak iceren MS ortaminda ise %60.6 + 2.96 - 92.3 + 2.18
eksplantlarinda  %44,44-100,00 arasinda, yaprak iist arasinda kaydetmislerdir.

yarisinda %50,00-100,00 arasinda ve yaprak alt yarisinda

Tablo 3. 0,25 mg/L. TDZ ve farkli GA3 kombinasyonunu iceren MS besin ortaminda R. rotundifoliamn yaprak, yaprak iist yarist ve
yaprak iist yarisi eksplantlarindan kallus olusumuna etkisi

Biiyiime Diizenleyici (mg/L) Tam Yaprak Yaprak Ust Yaris Yaprak Alt Yarist
Kallus Kallus
Kallus Kallus Kallus
GAs TDZ Yiizdesi Kallus Olugma Yiizdesi Kallus Olugma Yiizdesi Kallus Kallus Olugma
Yogunlugu Zamam Yogunlugu Zamam s Yogunlugu Zamam (giin)
(%)** .« (%)* - (%)
(giin) (giin)
0,05 0,25 94,442 +++ 11 100,00% +++ 14 100,00 +++ 10
0,25 0,25 100,007 +++ 11 100,00* +++ 14 94,44 +++ 10
0,50 0,25 83,33 4+ 13 88,892 ++ 15 88,89 -+ 11
0,75 0,25 66,6620 ++ 14 83,33abe ++ 15 77,77 4+ 13
1,00 0,25 44.44b ++ 16 61,11°¢ + 17 66,66 ++ 15
1,25 0,25 50,00P + 16 50,00° + 18 61,11 + 15

Fazla kallus: +++, Normal kallus: ++, Az kallus: + Kallus yok: -, **Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0,01 diizeyinde
onemlidir, *Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0,05 diizeyinde dnemlidir,  Onemsiz

Tam yaprak eksplantinda en yiiksek kallus olusum (%10.0+2.8) 2,4-D 10 puM iceren MS ortaminda
orani (%100) 0,25 mg/L. GA3 + 0,25 mg/LL TDZ igeren kaydetmislerdir. Benzer sekilde, Ahmad ve ark (2010) R.
MS ortaminda kaydedilirken, en diisiik kallus orani graveolens bitkisinin yaprak eksplanti ile yapti§i
(%44.,44) ise 1,00 mg/L GA3 + 0,25 mg/LL. TDZ iceren caligmada en yiiksek kallus olusumunu (%92.3 + 2.18)
MS ortaminda kaydedilmigtir. En yiiksek kallus olusumu 7.5 uM BAP + 1.0 uM NAA iceren MS ortaminda elde
GA7’lin diigiik oranlarda kullanildig1 ortamlarda elde ettiklerini bildirmiglerdir. Jayaraman ve ark (2014) ise
edilmistir. Buna karsin, Te-chato ve Lim (2000) kallus Agquilaria malaccensis'in yaprak eksplanti ile yaptiklari
olusumu icin Garcinia mangostana Linn. bitkisinin calismada en uygun kallus olusumunu 15 g/L siikroz, 1.1
yaprak eksplantint BAP (0.44-4.44 uM) ve TDZ (0.45- uM NAA + 2.2 uM BAP igeren MS besin ortaminda elde
4.50 uM) iceren MS ortaminda kiiltire almis ve en etmiglerdir.
yiiksek kallus olusum yiizdesini %68.8%£20.1 olarak 2.22 Yaprak iist yaris1 eksplantinda en yiiksek kallus olusum
uM BAP + 2.25 uM TDZ igeren MS ortaminda, en diisiik yiizdesi (%100) 0,05 ve 0,25 mg/L GA3; + 0,25 mg/L
kallus olusumunu ise en diisiik hormon oranlari olan 0.44 TDZ iceren MS ortamlarinda, en diisiik kallus yiizdesi ise
uM BAP + 0.45 uM TDZ iceren MS ortaminda elde (%50) 1,25 mg/L GA3z + 0,25 mg/L TDZ iceren MS
etmiglerdir. Arunyanart ve Chaitrayagun (2005) akuatik ortaminda tespit edilmistir (Tablo 3). Yaprak alt yarisi
bir bitki olan Nelumbo nucifera Geartn.’'nin geng yaprak eksplantinda ise en fazla kallus olusturma orani (%100)
eksplantlaryla yiiriittiikkleri ¢alismada en yiiksek kallus 0,05 mg/L GAs + 0,25 mg/L TDZ iceren MS
olusumunu (%70.0+12.7) 2,4-D 10 uyM + BA 1 uM ortamlarinda elde edilirken, en diisiik kallus olugturma
iceren MS ortaminda ve en diisiik kallus olusumunu ise orant (%61,11) 1,25 mg/L GAs + 0,25 mg/L TDZ iceren
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MS ortaminda elde edilmigtir (Tablo 3). StaniSi¢ ve ark
(2015) Iris sibirica bitkisinin yaprak tabani eksplantini
1.0 mg/LL 2,4- diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve 1,0
mg/L. TDZ iceren MS ortaminda kiiltiire almig ve kallus
olusum oranlarim sirastyla %80,9 ve %67 olarak elde
etmislerdir.

Sonug¢

TDZ ve GA3 kombinasyonlarinin tam yaprak, yaprak iist
yarist ve yaprak alt yarisi eksplant cesitlerindeki kallus
olusumu iizerine etkileri arastirllmig ve en yiiksek kallus
olusturma orani GA3’iin diisiik oranda kullanildigt MS

ortaminda  kaydedilmistir.  Genel olarak  kiiltiir
ortamlarinda GA3 oraninin artisgina  bagh  olarak
eksplantlarin  kallus olusturma oranlann da giderek

azalmigtir. Kallus yogunlugu bakimindan yaprak alt
yarist eksplanti, diger eksplant tiplerine gore daha fazla
kallus olusturma yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir.
En erken kallus olusumu en diisiik oranda bitki biiylime
diizenleyici iceren kiiltiir ortaminda yaprak alt yarisi
eksplantlarinda kaydedilirken, bunu sirasiyla tam yaprak
eksplanti ve yaprak iist yaris1 eksplanti izlemistir.
Yapilan caligsmalar sonucunda, kallus olusumu i¢in en iyi
eksplantin yaprak alt yarist1 oldugu saptanmistir. Bu
calisma, tibbi bir bitki olan R. rotundifolia’ dan bitki doku
kiiltiirii teknikleri ile kallus olusturulmasi sayesinde bu
bitkideki onemli tibbi bilesiklerin ekstraksiyonu ve bu
bilesiklerin de farmasoétik alanda kullanimina imkan
saglayabilir.
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