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This study established an efficient in vitro callus formation and plant regeneration protocol for a
previously reported Cu accumulator, Brassica nigra, black mustard collected from Diyarbakir
(Station site). Node explants from 10-day old mature plants were used for callus formation and shoot
regeneration. The highest callus formation frequency (100%) was observed on Murasige Skoog (MS)
medium containing 0.1 mg/L Benzylaminopurine (BAP) + 0.5 mg/L Naphthylacetic acid (NAA) (MS
2), 0.6 mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA (MS 7), the highest shoot regeneration frequency (100%) was
achieved on MS medium containing 0.6 mg/L BAP + 0.05 mg/L Indole butyric acid (IBA) (MS 8),
0.2 mg/L IBA + 0.2 mg/L NAA (MS 10) and the highest number of shoots per explant (3,25) was
obtained on MS medium supplemented 0.6 mg/L BAP + 0.05 mg/L IBA (MS 8). After root, stem,
and leaf formation from explants in MS medium, these plants were transferred to soil and grown in
the plant growth room for one month. A dependable and effective shoot regeneration procedure was
developed, laying the groundwork for genetic transformation in Brassica nigra.
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Metal Akiimiilator Bitki olan Brassica nigra L.’nin in vitro Kallus Indiiksiyonu
ve Siirgiin Gelisimi
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Bu ¢aligmada, Cu akiimiilatorii oldugu tespit edilen Brassica nigra L. Diyarbakir genotipinin in vitro
kosullarda kallus olusumu ve siirgiin gelisimi i¢in etkili bir protokol olusturulmustur. Kallus olusumu
ve slirgiin rejenerasyonu i¢in 10 giinliik olgun bitkilerden alinan nod eksplantlar: kullanilmigtir. En
yiiksek kallus olusum yiizdesi (%100) 0,1 mg/L Benzilaminopiirin (BAP) + 0,5 mg/L Naftalin asetik
asit (NAA) (MS 2), 0,6 mg/L BAP 0,2 mg/L NAA (MS 7) igeren Murasige Skoog (MS) besin
ortamlarinda g6zlenirken, en yiiksek siirgiin olusum yiizdesi ise (%100) 0,6 mg/L BAP + 0,05 mg/L
Indol biitirik asit (IBA) (MS 8), 0,2 mg / L IBA + 0,2 mg / L NAA (MS 10) ortamlarinda
gozlemlenmistir. Eksplant bagina en yiiksek siirgiin sayisi (3,25) 0,6 mg/L BAP + 0,05 mg/L IBA
(MS 8) takviyeli MS ortamindan elde edilmistir. MS ortaminda eksplantlarda kok, govde ve yaprak
olusumu meydana geldikten sonra, bu bitkiler topraga aktarilmis, bitki bilyiime odasina alinmis ve bir
ay biyiitiilmistiir. Yapilan bu ¢aligmayla Brassica nigra'da genetik doniisiimiin temelini olusturan
giivenilir ve verimli bir siirglin rejenerasyon protokolil olusturulmustur.
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Giris

Brassicaceae (Cruciferae) familyasi, bitkiler aleminin
en biyllk familyalarindan biridir. Farkli kullanim
alanlarina sahip olan Brassicaceae familyasi, diinyanin
farkli bolgelerine yayilmis olup 338 cinse ait 3709 tiir
icermektedir (Al-Shehbaz ve ark., 2006; Bailey ve ark.,
2006). Bu ailenin tiirleri gida (yag ve sebze), yakit
(biyodizel) gibi bir¢ok farkli alanda kullanilirken ayrica
molekiiler  biyoloji ve  genetik aragtirmalarinda
kullanilmaktadir. Gida ve yakittan, bilimsel aragtirmalara
kadar pek ¢ok farkli alanda kullanilmasi; bu aileyi giderek
ilgi odagi haline getirmistir (Al-Shehbaz ve ark.,2006;
Koch and Mummenhoff 2006). Bu ailenin bazi tiirleri
yliksek oranda biyokiitle iiretir ve dokularinda yiiksek
miktarlarda metal biriktirerek bu metalleri tolere ederler
(Anjum ve ark., 2012; Nanda Kumar ve ark., 1995)
Brassica' daki bitki tiirlerinin birgogunun Cd, Cu, Ni, Pb,
U, Zn gibi toksik metallerin birikimi ve tolerans: i¢in
kullanildigi bundan dolayi bu tiirlerin oldukga etkili toksik
metal akiimiilatorleri oldugu bilinmektedir (Nanda Kumar
ve ark., 1995; Ozturk ve ark., 2012). Ayrica, birgok
Brassica tiirii 6nemli miktarda biyokiitle tiretebildiginden
(bitki 1slahi i¢in temel bir 6zellik) ve c¢esitli gevresel
kosullara adapte olabildiginden, se¢im yolu ve iiremeyle
bitki 1slah1 igin kullanmihp dstiin Brassica tiirlerinin
genotiplerini gelistirme potansiyeli vardir (Anjum ve ark.,
2012) . Brassica tiirlerinden diploid bir tiir olan B.
nigra'min Diyarbakir (Giiney Anadolu) ekotipinde yetistigi
ve Cu akiimiilatorii oldugu bilinmektedir (Cevher-Keskin
ve ark., 2019). B. nigra' min siirgiinlerinde kuru agirlik
bagina 20.000 ug Cu biriktirmektedir (Kumar ve ark.,
2012; Memon, 2014). Son yillarda cevredeki kirletici
maddelerin zararl etkilerini ortadan kaldirmak igin yiliksek
maliyetli teknolojiler yerine bitkiler kullanilmaktadir.
Fitoremediasyon olarak adlandirilan bu  teknoloji
ekonomik, c¢evre dostu ve her toprak ¢esidinde
uygulanabilmektedir (Sirpa ve ark., 2000) B. nigra' nin Cu,
Cd, Zn gibi metalleri yiiksek oranda biriktirme
kapasitesinden  yararlanarak  kirlenmis  topraklarin
fitoremediasyonu i¢in kullanilabilecegi diisliniilmektedir
(Cevher-Keskin ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2012).

Mikro gogaltma, direkt ya da indirekt olgunmamis veya
olgunlagsmamus bitki pargalarinin in vitro g¢ogaltilmasi,
koklenmesi ve daha sonra topraga alistirilarak biiyiitiillme
stirecine dayanan popliler biyoteknolojik bir yontemdir
(Babaoglu ve ark., 2002). Bu teknik, bitkilerden hizli
yayilma ve yiiksek kaliteli irlinlerin {iretimi igin ytliksek
potansiyele sahip Ozellikler sergiler. Doku kiiltiiri
sayesinde yil boyunca hizli, kitlesel ve patojensiz iiretim
yapilmaktadir. In vitro kiiltiirde ortamdan bagimsiz olarak
kontrolli ve steril kosullarda {iretimini artirmak
miimkiindiir (Bourgaud ve ark., 2001). Doku kiiltirii
sayesinde verim artarken, nesli tiikenmekte olan tiirlerin
korunmasi da saglanmaktadir. Metal akiimiilator olan B.
nigra' da verimli bir rejenerasyon sistemi kurmak i¢in
optimum BAP, NAA ve IBA konsantrasyonlari
taranmalidir. B. nigra’ da yapilan ¢aligmalara bakildiginda
mikrogogaltim ve doku kiiltiiriinde yeterli c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu baglamda yapilan bu g¢aligmanin
amaci, B. nigra' da uygun ve tekrarlanabilir bir siirgiin
rejenerasyon protokolii olusturmak ve doku kiiltiiriiyle
hizli iiretimini gerceklestirmektir.

Materyal ve Yontem

Bitki materyali

Denemede Brassica nigra bitkisinin ‘Station” genotipi
kullanilmistir.  Bu  bitkinin  tohumlar1 Diyarbakir'dan
(Giiney Anadolu) toplanmustir.

Deney plam

Farkli bitylime diizenleyici konsantrasyonunun siirgiin
rejenerasyonu ve kallus gelisimi iizerindeki etkisi tekrarlt
bir deneyde incelenmistir. Eksplantlar, petri kabi basina
dort eksplant olacak gekilde kiiltiirlendi (Sekil 4.a) ve her
deneme {ii¢ kez tekrarlandi. Eksplant 6rneklerinin siirglin
rejenerasyonu ve Kkallus gelisimi 6 hafta boyunca
gbzlenmistir.

Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Olgun ‘Station’ tohumlari, Bigakc1 ve Memon (2005)
yontemine gore, %5 sodyum hipoklorit ile 6 dakika
sterilize edildikten sonra steril distile su ile 5 dakika
boyunca durulanmis ve bu islem ii¢ kez tekrarlanmigtir
(Bicakci ve Memon 2005). Tohumlar steril filtre kagidi ile
kurutulmus, ardindan %3 sakkaroz ve %0,6 agar ile takviye
edilmis bazal Murasige ve Skoog (Murashige ve Skoog
1962) ortaminda inkiibe edilmigtir. 121°C’ de 15 dakika
otoklavlanmadan 6nce pH 5,4-5,8 arasina ayarlanmistir. 10
giinlik nod eksplantlar1 kesilmis ve 10 farkli MS
ortaminda (Cizelge 1); 0,05 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA
(MS 1), 0,1 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA (MS 2), 0,25
mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (MS 3), 0,5 mg/L BAP + 0,1
mg/L NAA (MS 4), 0,6 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA (MS
5), 0,6 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA (MS 6), 0,6 mg/L BAP
+ 0,2 mg/L NAA (MS 7), 0,6 mg/L BAP + 0.05 mg/L IBA
(MS 8), 0,2 mg/L IBA (MS 9) ve 0,2 mg/L IBA + 0,2 mg/L
NAA (MS 10) kiiltirlenmistir. Kiiltiirler, 100 pmol m-2 s-
1 151k siddeti, %70-85 hava nemi ve 19 + 2°C sicaklig ile
16 saat giindiiz 8 saat gece fotoperiyotta bilylitiilmiistiir.
Her bir kiiltiir 2 hafta araliklarla alt kiiltiirlere alinmagtir.

Cizelge 1. Kallus olusumu ve siirgiin gelisimi igin
kullanilan farkli hormon i¢eren MS besi ortamlari

Table 1. MS medias containing different hormones for
callus development and shoot regeneration

Ortamlar Icerdigi Hormonlar Ve Seviyeleri
MS 1 0,05 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA
MS 2 0,1 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA
MS 3 0,25 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA
MS 4 0,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA
MS 5 0,6 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA
MS 6 0,6 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA
MS 7 0,6 mg/L BAP + 0,2 mg/L NAA
MS 8 0,6 mg/L BAP + 0,05 mg/L IBA
MS 9 0,2 mg/L IBA
MS 10 0,2 mg/L IBA + 0,2 mg/L NAA

Bitkinin topraga tasinmasi, aklimizasyonu ve
adaptasyonu

Tiim kiiltiirler, 19 +2°C’ de 16 saat giindiiz, 8 saat gece
fotoperiyot altinda biiyiitiilmiis, 8 hafta sonra tiim bitkilerin
kokleri musluk suyu ile yikanmis (Sekil 4.9) ve saksilarin
iizeri plastik torbalarla kapatilmis, otoklavlanmis toprak ve
torf karisimina (2:1) aktarilmigtir (Sekil 4.h). 2 giin sonra
plastik posetler ¢ikarilmis ve bitkilerin gelisimi i¢in bitki
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biiyiime odasinda yiiksek miktarda nem ve yeterli sicaklik
saglanmustir (Sekil 4.1).

Istatistiksel analiz

Her bir deneme petri bagina dort 6rnek olacak sekilde
iic defa tekrar edilmistir. Bu protokol, rejenerasyon
sisteminin kararlilhigimi belirlemek amaciyla ii¢c kere
tekrarlanmustir. SPSS siiriim 16.0 kullanilarak tiim veriler
tek yonlii varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve
ortalamalar Tukey'in ¢oklu aralik testi (P<0,05)
kullanilarak karsilastiriimistir.

Bulgular ve Tartisma

Yapilan bu ¢aligmada Kara hardal (B. nigra) bitkisinde
‘Station” ¢esidinin nod eksplantlari in vitro ¢ogaltim igin
doku Kkiiltiiriinde kullanilmis ve etkili bir mikrocogaltim
protokolii olusturulmustur. Nod eksplantlar1  siirgiin
indiikkleme amaciyla farkli ortamlarda (Cizelge 1) ve her
petri kabina dort 6rnek olacak sekilde kiiltiire alinmustir. 10
farkli besin ortaminda elde edilen siirgiin sayilari, siirgiin
olusturma yiizdeleri ve kallus olusturma yiizdeleri
gosterilmistir (Sekil 1, 2, 3)

Cizelge 2. Farkli MS ortamlarinda eksplant basina siirgiin sayisi, kallus olusturan eksplant yiizdesi ve siirgiin olusturan

eksplant yiizdesine ait Tukey testi sonucu.

Table 2. Tukey test result for the number of shoots per explant, callus formation frequency, and shoot regeneration in

different MS media.

Ortamlar Eksplant bagina siirgiin sayi1si Kallus olusturan eksplant Stirgiin olusturan eksplant
(adet) % %

MS 1 0,170,394 75+0,0° 16,67+14,43°

MS 2 1,75+0,87" 100+0,0° 83,33+14,43%

MS 3 0,92+0,90% 0+0,0¢ 58,33+14,43°

MS 4 1,00:£0,60% 41,67+14,43¢ 83,3+28,9%

MS 5 1,91£1,243%¢ 66,67+14,43¢ 75+0,0%

MS 6 1,67+1,30% 91,67+14,43® 66,67+14,43%

MS 7 2,75+1,71% 100+0,02 75+0,0%

MS 8 3,08+0,792 0+0,0° 100+0,02

MS 9 0,92+0,29% 0+0,0° 91,67+14,43®

MS 10 2,50+0,522 0+0,0° 100+0,02
Yapilan varyans analizi sonuglarina gore besin  gergeklesmisti. NAA hormonunun kallus gelisiminde

ortamlarimin siirgiin sayisi, siirgiin olusturma yiizdesi ve
kallus olusturma yiizdesi {izerine etkisi bulunmustur.
Siirglin  sayisi i¢in en bagaritli besin ortami 3,08
adet/eksplant ile MS 8 besin ortami olmustur (Sekil 4.¢)
(Cizelge 2). Bu parametreye gore siirgiin sayisi i¢in en
basarisiz ortam 0,17 adet/eksplant ile MS 1 besin ortami
olmustur. Tim ortamlardaki ortalama siirgiin sayisi
adet/eksplant olarak gosterilmistir (Sekil 3). Besin
ortamlarindaki farkli bitki biiylime diizenleyicilerin farkli
konsantrasyonlarinin siirgiin gelisimi iizerine etkisine
bakildiginda  Benzilaminpiirin’in ~ (BAP)  siirgiin
gelisiminde olduk¢a Onemli oldugu goriilmistir. BAP
hormununun NAA ve IBA ile birlikte kullanildigi tiim
ortamlarda siirgiin olusumu ger¢eklesmistir. 0,6 mg/L BAP
igeren ortamlarin ¢ogunda siirgiin sayilari diger ortamlara
gore ortalama siirgilin sayis1 adet/eksplant olarak daha iyi
sonuglar vermistir (Cizelge 2). Siirglin gelisimini
tamamlayan fideler kok gelisimi i¢in hormonsuz besi
yerine aktarimigtir (Sekil 4.f). Kok gelisimini tamamlayan
bitkilerin kokleri musluk suyunda yikanip (Sekil 4.g)
topraga aktarilmistir (Sekil 4.h).

Varyans sonuglara gore kallus olusturan eksplant
yiizdesi igin en basarili besin ortami %100 ile MS 2 ve MS
7 (Sekil 4. a, b) ortamlart iken, en basarisiz %0 ile MS 3,
MS 8, MS 9 ve MS 10 ortamlar1 olmustur (Kallus
gelisiminin  mikroskobik goriintisii  Sekil 4. d‘de
gosterilmistir ) (Cizelge 2). Her bir ortamda olusan kallus
yiizdeleri gosterilmistir (Sekil 1) BAP ve NAA
hormonlarinin zit konsantrasyonlarinda kallus gelisim
ylzdeleri yiiksek olmustur (Sekil 4.c). Bu iki hormon
konsantrasyonlarinin birbirine yakin oldugu ortamlarda
(MS 10) ise kallus gelisimi olduk¢a diisiik yiizdelerde

oldukga etkili bir hormone oldugu gériilmiis, bu hormonun
olmadig1 ortamlarda (MS 8, MS 9) kallusun gelismedigi
tespit edilmistir (Cizelge 2).

Elde edilen varyans sonuglarina gore siirgiin olusturan
eksplant yiizdeleride incelenmistir. Siirgiin olusturan
eksplant ylizdesi igin en basarili besin ortamlar1 %100 ile
MS 8 ve MS 10 olurken en basarisiz besin ortamlari
%16,67 ile MS 1 oldugu gosterilmistir (Cizelge 2) Her bir
ortamda olusan siirgiin yiizdeleri gosterilmistir (Sekil 2)
IBA hormonunun siirgiin gelisiminde gayet etkili bir
hormon oldugu anlasilmistir. IBA igeren tiim ortamlarda
oldukea yiiksek siirgiin olusum yiizdeleri elde edilmistir
(MS 8, MS 9, MS 10) (Sekil 2).

Brassica nigra bitkisine ait yapilmis ¢ok fazla in vitro
calisgma bulunmamakla birlikte yapilmis in vitro kiiltiir
caligmalarinin ¢ogunda, 5-10 giinliik Brassica fideleri
kallus rejenerasyon i¢in kullanilmistir (Sharma, Bhojwani,
ve Thorpe 1991)

Yapilan bir ¢aligmada B. nigra nin hipokotil eksplantlarmin
protoplastlart  kullamilarak ~ kinetin  (KIN) ve 24-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) igeren MS besi ortaminda
kallus olusumu gergeklestirilmistir (Gupta ve ark., 1990).

Brassica tiirlerinden B. rapa bitkisinde yapilmis bir
calismada 4 giinliik bitkiden alinan kotiledon eksplantlar1 1,0
mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA ile takviye edilmis MS besi
ortaminda kiiltiirlendiginde yiiksek frekansli (%77,14) siirgiin
rejenerasyonu sergilenmistir. Yine ayni calismada en ytiksek
rejenerasyon frekansi (%85,40) ve eksplant basina maksimum
stirgiin sayisi (1,79) 2,0 mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA igeren
ortamda elde edilmistir (Zhao ve ark., 2021). Yapilan bu
calisma B. nigra ile yaptigimz g¢alismamin sonuglariyla
benzerlik gostermektedir (Cizelge 2).
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Figure 1. Callus development Figure 2. Shoot regeneration frequency Figure 3. Number of shoot development
frequency in different MS media in different MS media frequency in different MS media
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Sekil 4. a. B. nigra Station ¢esidinin nod eksplantindan 0,1 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA (MS 2) igerikli MS ortaminda kallus
gelisimi b. 0,6 mg/L BAP + 0,2 mg/L NAA (MS 7) MS ortaminda 14 giinliik kallus gelisimi c. 0,6 mg/L BAP + 0,1 mg/L
NAA (MS 6) MS ortaminda 14 giinliik kallus gelisimi d. B. nigra Station ¢esidinin organize olmamus kallus hiicrelerinin 1g1k
mikroskobundaki goriintiileri e. 0,6 mg/L BAP + 0.05 mg/L IBA (MS 8) MS ortaminda direkt siirgiin gelisimi f. Hormonsuz
MS ortaminda kok gelisimi i¢in alt kiiltiire alinmis fideler g. Hormonsuz besin ortaminda kok gelisimini tamamlamus bitki h.
Kok gelisimini tamamlamuis fidenin topraga aktarilmasi i. Topraga uyum gostermis 20 giinliik bitki
Figure 4. a. Callus regeneration from node explants of B. nigra Station varient cultured in MS media containing 0.1
mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA (MS 2) b. 14-day old callus development after of culturing on media containing 0.6 mg/L
BAP + 0.2 mg/L NAA (MS 7) c. Callus development in media containing 0.6 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA (MS 6). d.
Light microscopy images of unorganized callus cells of B. nigra (100X) e. Shoot regeneration without callus formation
on media containing 0.6 mg/L BAP + 0.05 mg/L IBA (MS 8) f. Seedling that are sub-cultured for root development in
hormone-free MS media g. Plant that has completed its root development in hormone-free media. h. Transplanting
regenerated plant in pot. i. 20 day-old plant that has adjusted to the soil.
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Brassica campestris igin kotiledon eksplantlari
kullanilarak yiiksek siirgiin rejenerasyon verimliliginin 2
mg/L BAP ve 1 mg mg/L NAA kombinasyonu ile elde
edildigini bulunmustur (Hachey, Sharma, ve Moloney
1991).

Brassica oleracae ile yapilan bir ¢alismada hipokotil ve
kotiledon eksplantlart 8,8 uM BAP ve 0,53 pM NAA
iceren besi yerine alinmig ve bu  hormon
konstantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu i¢in en etkili
seviye oldugunu tespit etmislerdir (Gerszberg, Hnatuszko-
Konka, ve Kowalczyk 2015)

Brassica napus bitkisiyle yapilan caligmada kallus
olusumu ve biiyiimesi i¢in 6 mg/L 2, 4-D ve 2 mg/L BAP
iceren MS ortamin en uygun oldugu, siirgiin rejenerasyonu
icin 1 mg/L IBA ve 1 mg/L BAP konsantrasyonlu MS besi
ortaminin oldugu ve kok gelisimi i¢in en uygun MS
ortaminin 1 mg/L NAA ve 0,5 mg/L KIN igerikli ortamin
oldugu belirlenmistir (Chamandoosti 2007).

Brassica familyasina ait bir diger tiir olan B. juncea ile
yapilan bir arastirmada ise kallus regerenasyonu i¢in en iyi
MS ortaminin 0,2 mg/L BAP, 0,2 mg/L NAA ve 0,2 mg/L
2,4-D igerikli ortamin oldugu gosterilmistir (Shekhawat ve
ark., 2010).

Yapilan bu calismada Brassica nigra' da genetik
doniistimiin temelini olusturan giivenilir ve verimli bir
siirgiin rejenerasyon protokolii olusturduk. Literatiir
taramasinda Brassica nigra ile ilgili olduk¢a az in vitro
doku kiiltiir calismalar1 bulunmaktadir. Gelistirdigimiz bu
rejenerasyon sistemi ile Brassica nigra’ ya ait onemli
genotiplerinin hizli ¢ogaltilmast miimkiin olabilecektir.
Ayrica gen aktarimindan sonra kiiltire almacak
eksplantlarin izl rejenerasyonu i¢in faydali olabilecektir.
Geligtirilen bu protokol in vitro kiltiirde B. nigra ¢oklu
iretimi yapilabilecek ve elde edilen tohumlarla agir
metallerce kirlenmis topraklarin temizlenmesi miimkiin
olacaktir.

Sonug¢

u ¢aligmada B. nigra i¢in bitki rejenerasyonu ve kallus
olusumunda etkili bir protokol gelistirdik. B. nigra
‘Station’ ¢esidinin nod eksplantlarint kullanarak ve farkli
biliylime diizenleyici hormon kombinasyonlarini segerek,
kallus gelisim yilizdesini, siirgiin gelisim yiizdesini ve
eksplant basina diigen siirgiin sayisin arttirdik. En yiiksek
kallus olugum yiizdesi 0,1 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA, 0,6
mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA, 0,6 mg/L BAP + 0,2 mg/L
NAA MS ortamlarinda, en yiiksek siirgiin rejenerasyon
yiizdesi 0,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA, 0,6 mg/L BAP +
0,05 mg/L IBA, 0,2 mg/L IBA + 0,2 mg/L NAA igeren MS
ortaminda gozlemlenmistir. Ayrica en yiiksek siirgiin
rejenerasyon yiizdesi 0,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L NAA, 0,6
mg/L BAP + 0,05 mg/L IBA, 0,2 mg/L IBA + 0,2 mg/ L
NAA iceren MS ortamlarinda meydana gelmistir. Elde
ettigimiz bu protokol ile B. nigra iiretimini hizlandirmayi
ve agir metallerce kirlenmis topraklari fitoremediasyon
teknolojisi ile temizlenmesi hedeflenmektedir. Ayrica B.
nigra i¢in olusturulan bu protokol, giivenilir, bagarili bir in
vitro ¢ogaltma metodolojisi saglayip ve B. nigra’ nin daha
fazla genetik transformasyonuna ve yeni g¢esitlerin
iremesine yardimei olacaktir.
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