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BAZI YONCA (Medicago sativa L.) CESITLERINDE iN VITRO BITKI
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Nilgiin EKINCI

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
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Damisman: Do¢. Dr. Sati UZUN

OZET

Farkli yonca c¢esitlerinin somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonuna tepkilerini
belirlemek amaciyla yiiriitiilen calismada Prosementi, Gea, Savas, Omerbey, OS66, Artemis
ve Classe yonca gesitleri kullanilmistir. Cesitlere ait fidelerden elde edilen kotiledon ve
yaprak eksplantlar1 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L kinetin, 2 g/L prolin ve 30 g/L sukroz iceren, 8
g/L agar ile katilagtirilan dort farkli (MS, B5, SH ve N6) temel besin ortaminda kiiltiire
almmustir. Aragtirma 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde tesadif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore yiriitiilmiistiir. Arastirma sonucunda petri
basina kallus agirligi, petri basina somatik embriyo ve bitkicik sayilari sirasiyla 0.253-6.700
0, 0-19.667 adet ve 0-6.667 adet arasinda degisim gostermistir. Yaprak eksplantinda en fazla
petri basia somatik embriyo ve bitkicik sayis1 Omerbey yonca ¢esidinde SH temel besin
ortaminda elde edilmistir. Kotiledon eksplantinda ise en yiiksek petri bagma somatik
embriyo sayist OS 66 ¢esidinde N6 besin ortaminda elde edilirken, bitkicik gelisimi elde

edilememistir.

Gea, Prosementi, Savas ve Omerbey cesitlerinde direkt siirgiin rejenerasyonunun
amaglandig1 denemelerde ise kotiledon bogumlar, TDZ (0.3 -1.2 mg/L TDZ) ve BAP (1-4
mg/L BAP)’in farkli konsantrasyonlart ile 0.5 mg/L NAA ve 30 g/L sukroz igeren 8 g/L
agarla katilastirilmig 6 farkli MS besin ortaminda kiiltiire alinmigtir. Deneme 3 tekerriirlii ve
her tekerriirde 6 eksplant olacak sekilde tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine
gore yuritiilmiistiir. Arastirma sonucunda Prosementi ve Gea gesitlerinde en yliksek siirgiin
rejenerasyonu frekansi 0.6 mg/L. TDZ+0.5 mg/L NAA, Savas ¢esidinde 2 mg/L. BAP+0.5
mg/L NAA ve Omerbey cesidinde 0.3 mg/LTDZ+0.5 mg/L NAA igeren besin ortamlarinda
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kotiledon bogum, sitokinin, somatik embriyogenesis, siirgiin

rejenerasyonu, temel besin ortami.
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ABSTRACT

In order to determine the responses of different alfalfa genotypes to plant regeneration
through somatic embryogenesis, Prosementi, Gea, Savas, Omerbey, OS66, Artemis and
Classe alfalfa cultivars were used. Leaflet and cotyledon explants of the cultivars were
cultured on different basal media (MS, B5, SH and N6) containing 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L
kinetin, 2 g/L proline and 30 g/L sucrose solidified with 8 g/L agar. The research was carried
out in a randomized plots-factorial experimental design with 3 replications and 10 explants
per replication. As a result of the research, callus weight per petri dish, the number of
somatic embryos and plantlets per petri dish varied respectively between 0.253-6.700 g, O-
19.667 and 0-6.667. The maximum number of somatic embryos and plantlets per petri dish
was obtained from Omerbey alfalfa cultivar cultured on SH basal medium in the leaflet
explant; whereas in the cotyledon explant, the highest number of embryos per petri dish was
obtained from N6 medium in OS 66 cultivar and no plantlet regeneration was achieved from

cotyledon explants.

In the experiments where in vitro direct regeneration was aimed in Gea, Prosementi, Savas
and Omerbey cultivars, cotyledon nodes were cultured on 6 different MS media containing
different concentration of TDZ (0.3 -1.2 mg/L) and BAP (1-4 mg/L), 0.5 NAA, 30 g¢/L
sucrose solidified with 8 g/L agar. The research was carried out in a randomized plots-
factorial experimental design with 3 replications and 6 explants per replication. As a result of
research, the highest shoot regeneration frequency was obtained from the media containing
0.6 mg/LTDZ+0.5 mg/L NAA in Prosementi and Gea cultivars, and from 2 mg/L BAP+0.5
mg/L NAA in Savas cultivar and from 0.3 mg/LTDZ+ 0.5 mg/L NAA in Omerbey cultivar.

Keywords: Basal medium, cotyledon node, cytokinin, somatic embryogenesis, shoot

regeneration.
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GIRIS
Yonca (Medicago sativa L.) yeryiiziinde en fazla tarimi yapilan yem bitkisidir. Uzun
Oomiirli cok yillik yabanci dollenen otsu bir bitkidir. Yapraklar1 3 yaprakeiktan olusur.
Kazik kok yapisina sahip olan yoncanin kokleri yash bitkilerde 8-10 m derine kadar
inebilir. Bitki boyu c¢evre kosullarina gore degisir ve genel olarak 60-100 cm
boylanabilir. Dik ya da yatik gelisen formlar1 bulunabilir (El¢i, 2005: 104 s.) Yonca ¢ok
genis bir adaptasyon yetenegine sahiptir. Yonca, iyi gelismis derinlere inen kok sistemi
ile genel olarak kuraga dayaniklidir. Ancak, yil icinde ¢ok sayida bi¢cim vermesi ve her
bicimden sonra ¢ok fazla yesil aksam olusturmasi nedeniyle diger kiiltiir bitkilerine
oranla suya gereksinimi daha yiiksektir. Yonca bolgenin vejetasyon siiresine de bagl
olarak yil igerisinde kurak alanlarda sulanarak yagish bolgelerde ise sulanmadan yagisa
bagli olarak 3-7 defa bigilebilir. Yem bitkilerinin kraligesi olarak bilinen yonca, yem
bitkileri arasinda en fazla ot verimi ve yem degerine sahip bitkidir. Yonca otu %18-25
oraninda protein igerir, hayvanlar i¢in yas ya da kuru ot olarak hem ¢ok lezzetli hem de
vitaminlerce ¢ok zengindir. Ozellikle; Tokoferol, Karotin, Ksantofil ve Vitamin A
degerleri ¢ok yiiksektir (Serin ve Tan, 2001: 7-9s). Yonca; hayvan beslenmesindeki
Ooneminin yani sira Ortiicii bitki, yesil gilibre ve toprak 1slah1 agisindan da ¢ok dnemlidir.
Baklagil yem bitkisi olmasindan dolay1 havadaki azotu topraga baglar ve dolayisi ile
kendisinden sonra ekilecek ylizlek koklii bitkilere organik madde ve azot bakimindan
zengin, su tutma kapasitesi yiiksek kaliteli toprak birakir. Iyi gelismis kazik kok yapist

ile de topragin derinlerindeki besin maddelerini iist katmanlara tasir (Serin ve Tan,
2001: 7-9s).

Yonca diinyada en fazla yetistirilen yem bitkisi olmasina ragmen hala yoncanin
tariminda ve yem bitkisi olarak kullaniminda diisilk tohum verimi, yabanci otlar,
hastalik ve zararlilar, antibesinsel faktorler, diisiik sindirilebilirlik, yetersiz besin
elementi kullanim1 gibi bazi sorunlarla karsilasilmaktadir (Kumar 2011). Yoncada

kendine uyusmazlik, kendileme depresyonu ve yiiksek heterezigotluk goriilmektedir.



Yoncadaki bu genetik kompleks yapr 6nemli tarimsal karakterleri kontrol eden genleri
belirlemenin 6niindeki en biiyiik engeldir (Kumar, 2011). Ancak son yillarda alternatif
bir teknik olarak transgenik bitki teknolojisi yonca 1slahinda tarimsal ozellikleri
iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir. Transgenik bitki teknolojisinde ise doku kiiltiirleri

oldukga 6nemli bir yer tutmaktadir.

Doku kiiltiirti; “aseptik sartlarda, yapay bir besin ortamlarinda, biitiin bir bitki, hiicre,
doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin
tiretilmesi” olarak tanimlanmaktadir. Doku kiiltiirii teknikleri bitki 1slahinda ve
bitkilerin ticari iretiminde ¢ok genis kullanim alanina sahiptir. Bitki doku kiiltiirii
islemlerinin temeli bitki rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu; kiiltlirii yapilan
hiicrelerin 6zellikleri itibariyle; meristematik hiicreleri iceren somatik dokulardan
rejenerasyon, meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon ve mayoz
boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon olarak 3 kisimda incelenebilir.
Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon; hiicre veya dokulardan
degisime neden olacak uygulamalarla siirgiin taslaklar1 olusturmak (Organogenesis)
veya somatik embriyogenesis yoluyla olmaktadir (Babaoglu vd., 2001: 2 s). Vejetatif
hiicrelerden gelisen embriyolar somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir. Somatik
embriyo olusumu icin somatik dokular yiiksek oranda oksin igeren ortamda kiiltiire
alimir ve embriyo liretme yetenegi kazanirlar. Zigottan gelisen bitki embriyosunun
gosterdigi gelisim sathalarin1 somatik embriyolar da gosterir. Ancak somatik embriyolar

bir endosperm igermezler (Ozcan vd., 2001: 71-72s).

Rejenerasyon sistemleri bitkilere gen aktarimi ¢aligmalarinda 6nemli bir role sahiptir.
Farkli gen aktarim teknikleriyle tek bir bitki hiicresine herhangi bir organizmadan izole
edilen bir gen aktarilmakta ve bu hiicreden bitkilerin elde edilmesi i¢in rejenerasyon
sistemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Yoncada, in vitro bitki rejenerasyonu iizerine ¢ok
fazla caligmaya rastlanmaktadir. Yoncada in vitro rejenerasyon genellikle somatik
embriyogenesis ile yapilmaktadir (Moltrasio vd., 2004). Somatik embriyogenesis
yoluyla ilk rejenerasyon calismasi 1972 yilinda Saunders ve Bingham tarafindan
yapilmis ve giinimiize kadar bircok arastirici tarafindan somatik embriyogenesis ile
bitki rejenerasyonu caligmasi yiiriitiilmiistiir. Yoncada daha once yapilan caligmalar

incelendiginde; yaprak (Barbulova vd., 2002), yaprak sap1 (Lai vd. 1994; Erisen 2005),



olgunlasmamis embriyo (Ninkovic vd., 1995), hipokotil (Meijer ve Brown, 1987),
stispansiyon kiiltiirii ve mezofil protoplastlar1 (Atanassov ve Brown, 1984) gibi farkli
bitki kisimlarindan somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu elde edilmistir.
Ancak yoncada yapilan somatik embriyogenesis ¢alismalarinda biiylik 6lglide genotipe
bagli bir rejenerasyon goriilmektedir. Ayrica yoncada in vitro direk rejenerasyon
caligmalar1 da siirgiin ucu, bogum ve kotiledon bogum gibi eksplantlar kullanilarak
yapilmaktadir (Pupilli vd., 1992; Li vd., 2009; Kumar vd., 2012; Nofouzi vd., 2019). Bu
tez ¢alismasinda da Tiirkiye’de tescilli baz1 yonca gesitlerde in vitro kosullarda farkli

yontemlerle bitki rejenerasyonu amaclanmistir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

Saunders ve Bingham (1972), Blaydes ortaminda yiiriittiikleri ¢aligmada; kalluslarin
bitkiye doniisiimiiniin bitki biliylime diizenleyicilerin tipi ve kombinasyonlarina baglh

olarak gerceklestigini bildirmislerdir.

Bingham vd. (1975), in vitroda elde ettikleri yonca fidelerinin hipokotil eksplantlarini
kullanarak 2 mg/L difco bacto yeast ekstrakt iceren Blaydes (1996) ortamina
aktarmiglar, bir ay sonra siirgiin olusturan kalluslar1 ayn1 ortamda alt kiiltiire almislar ve

4 hafta sonra kokli bitkiler elde etmiglerdir.

Lupotto (1983), yonca (Medicago sativa L.)’nin Akdeniz varyetelerinde somatik
embriyo gelisimini incelemistir. Calismada eksplant kaynagi olarak hipokotil ve
kotiledon kullanmistir. Eksplantlar1 2 mg/L 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire almis ve
sonugta somatik embriyogenesis ile morfogenesisin hormonsuz MS ve yeast ekstrakt

iceren ortamda oldugunu gozlemlemistir.

Mckay ve Walker (1984), somatik embriyogenesis ile yoncada bitki rejenerasyonunda
ortama eklenen oksinin kalitesi, konsantrasyonu ve ortamin diisiik azot icermesi gibi 3

faktoriin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Brown ve Atanassov (1985), yiiriittiikleri ¢alismada; farkli yonca tiirlerinden 76
genotipin somatik embriyo ve kallus iiretim kapasiteleri agisindan kiyaslamiglardir.
Kallus ve embriyogenensis agisindan genotipler arasinda biiylik bir varyasyon

gozlemlemislerdir. Eksplant ve ortam protokolii ne olursa olsun yiiksek rejenerasyon



kapasitesine sahip genotiplerin diisiik rejenerasyon kapasitesine sahip genotiplerden

daha fazla somatik embriyo iirettigini gézlemlemislerdir.

Bauchan (1987), Medicago scutellata ve M. sativa tiirlerine embriyolar izole edilerek
farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D, kinetin ve IAA igeren MS ortaminda ve L-prolin
ve L-glutamin i¢eren SH ortaminda kiiltiire alinmistir. M scutellata tiiriine ait torpedo
ve kalp donemindeki embriyolarin 0.05 mg/L TAA ve BAP igeren MS ortaminda
yaklasik 30 giin sonra bitkiye doniistiikleri, M sativa tiiriinde ise en iyi basarinin 50 mM
L-glutamin ilave edilmis SH ortaminda saglandig ayrica kok ve siirglin gelisiminin ayni

ortamda gergeklestigi tespit etmigtir.

Chen ve Marowitch (1987), Medicago falcata’da somatik embriyo olusturmak
amaciyla 17 ekotip incelemislerdir. Eksplant kaynagi olarak kotiledon, kdk, hipokotil ve
yaprak kullanmiglardir. Arastirma sonucunda genotip ve rejenerasyon yetenegi arasinda
onemli bir iliski oldugunu ve 17 ekotipin 10 tanesinin rejenerasyon yetenegine sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Meijer ve Brown (1987), Yoncada doku kiiltiirii ile embriyo tesekkiiliine; seker
konsantrasyonu, aminoasitler ve amonyumun etkilerini arastirmiglar 10-20 mM
diizeyinde amonyumun siirgiin olusumunda optimum doz oldugunu, 1-2 mg/L casein
hydrolizat veya 4.4 mM glutamin ve 3.1 mM prolin kombinasyonlarinin olumsuz
etkilerinin olmadigim1 gozlemlemislerdir. Somatik embriyogenesis icin %3 sukroz

konsantrasyonunun uygun oldugunu bildirmislerdir.

Mc Kersie vd. (1989), eksplant kaynag1 olarak ¢iceklenmemis yonca bitkisinin 2. ve 3.
bogum aralarindaki saplar1 kullanmiglardir. Eksplantlar kallus olusumu i¢in 1 mg/L 2,4-
D ilave edilen BS ortaminda kiiltiire alinmig 14-21 giin sonra ise olusan kalluslar 0.1
mg/L NAA igeren B5 ortaminda alt kiiltire alinmigtir. Olusan embriyolar BOi2Y

ortaminda 7 giin bekletilmis ve embriyo olusumu gozlemlenmistir.

Nolan vd. (1989), M. truncatula tiirliinde somatik embriyogenesis ile bitki
regenerasyonu i¢in yaprak eksplantlar1 oncelikle 10 pM NAA+10 uM BAP igeren B5

ortaminda kiiltiire alinmis, daha sonra gelisen kalluslar embriyo olgunlastirmak i¢in 1



uM NAA ve 10 uMM BAP igeren ortamlara aktarilmis, siirglin gelisimi i¢in 0.1 uM
NAA ve 1 uM BAP igeren ortama ve bitkiciklerin gelisimi i¢cinde 0.05 uM NAA igeren
ortama aktarilmistir. Tohumdan gelisen bitkilerden alinan yapraklar eksplant olarak
kullanildiginda rejenerasyon orani diisiik iken rejenere olan bitkiler eksplant kaynagi

olarak kullanildiginda rejenerasyon oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Takamizo vd. (1991), yoncada somatik embriyo olusumu denemeleri yapmis, bunun
icin 26 yonca ¢esidi kullanmis ve 3 cesitte somatik embriyo olusumunun digerlerine
gore diisiik oldugunu goézlemlemistir. Calismada B2, B5h, UM ve SH ortamlarini
kullanmistir. 2 mg/L 2,4-D dozunun altinda dozlarda somatik embriyo olusmadigini en
fazla somatik embriyo gelisiminin 4 mg/L 2,4-D iceren ortamda oldugunu tespit
etmislerdir. Aragtirma sonucunda Tachiwakaba yonca ¢esidinde hipokotil eksplantinda
somatik embriyo gelisimi i¢in en uygun ortamin 4 mg/L 2,4-D ve BAP iceren UM

ortami1 oldugunu rapor etmislerdir.

Pupilli vd. (1992), yoncada bogum eksplantlarini, BAP, N°-isopetenil-adenin (2-iP) ve
kinetin hormonlarinin 7 farkli konsantrasyonunu igeren MS besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Arastirma sonucunda bogum basina gelisen siirgiin sayisinda bir degisiklik

olmamis ancak; 10 mg/l ve 20 mg/1 2-iP siirgiin uzunlugunu artirmstir.

Scarpa vd. (1993), Arastiricilar Medicago polymopha’ya ait 17 ekotip incelemisler ve
sonugta 2 ekotipin rejenerasyon yeteneginin en yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Eskplant kaynaklarin1 karsilagtirdiklarinda ise en yiiksek rejenerasyonun hipokotil

eksplantinda gerceklestigini tespit etmislerdir.

Ozgen vd. (1997), El¢i ve Mesa-Sirsa yonca cesitleri ile yaptiklari calismada; gesitlerin
stirglin ucu eksplantlarint kullanmislar, in vitro’da elde ettikleri siirgiin ug¢larin1 farkl
konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Elgi
cesidinde en fazla siirgiin sayisinin 0.2 mg/L NAA ve 2 mg/L. BAP besin ortamlarindan
elde edildigini, Mesa-Sirsa ¢esidinde ise 0.2 mg/L NAA ve 1 mg/L BAP besin

ortamindan elde edildigini bildirmiglerdir.



Ding vd. (2003), 16 farkli yonca ¢esidinde 5 mM TDZ ve 0.5 mM NAA igeren ortamda

slirgiin rejenerasyonu frekansini %33- 85 arasinda belirlemislerdir.

Moltrasio vd. (2004), rejenerasyon kalitimimni belirlemek amaciyla, ‘Rambler’ yonca
cesidinden tiiretilmis bir rejeneratif klon ile rejeneratif olmayan bir Arjantin klonu
arasinda c¢aprazlamlar yapmis ve bu klonlarin kendilenen doélleri tizerinde rejenerasyon
caligmalar1 yapmistir. Arastirma sonucunda somatik embriyogenesisin iki tamamlayici

gen ile kontrol edildigini rapor etmistir.

Erisen (2005), yonca “Verco” ¢esidinde hipokotil, kotiledon, gévde, yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlarinda uygulanan farkli protokollerin somatik embriyogenesis {izerine
etkisini aragtirmistir. Eksplant kaynagi ile uygulanan protokoller arasinda Onemli
farkliliklar belirlemiglerdir. Calismada birinci protokolde en fazla eksplant basina
somatik embriyo 78 adet ile hipokotil eksplantindan 2. protokolde ise yaprak
eksplantindan (94 adet) elde edilmistir.

Siile (2005), yoncada somatik embriyo lretiminde farkli oksin tiplerinin etkilerini
incelemek amaci ile yiiriittiigii ¢alismada; El¢i yonca g¢esidinin tohumlarini in vitro da
¢imlendirmis ve 6 giinliik fidelerin hipokotil ve kotiledon eksplantlarini 1 mg/l 2,4-D,
picloram, NAA veya dicamba+0.2 mg/l kinetin i¢ceren SH ortaminda kiiltiire almistir.
Sonug olarak kallus indiiksiyon oraninin %23.6 ile %50.8 arasinda degistigini ve en

yiiksek degerin 2,4-D igeren ortamdan elde edildigini gézlemlemistir.

Vahdati vd. (2008), absisik asitin somatik embriyo olgunlagsmasmi ve somatik

embriyolarin normal bitkilere doniismesini tesvik ettigini bildirmektedir.

Kumar vd. (2012), Bes farkli yonca gesidinde apikal meristemlerden in vitro direk
siirglin rejenerasyonu iizerine TDZ ve BA’n etkisini inceledikleri ¢alismada, 2 mg/L
TDZ ve 1 mg/L BA igeren ortamda eksplant basina 35 adet siirgiin elde etmislerdir.
Siirglin  rejenerasyon frekansmin gesitlere gore % 67 ila 93 arasinda degistigini

bildirmislerdir.



Li vd. (2009), sekiz farkli yonca genotipinde kotiledon node eksplantlarinda TDZ ve
AgNO; igeren besin ortamlarinda % 63.8- 82.5 arasinda rejenerasyon frekansi elde

etmislerdir.

Zhang vd. (2010), 4 farkli yonca genotipinin rejenerasyon kabiliyetini aragtirmiglardir.
Bu amagla kotiledon, kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlarini kullanmislardir. En
yiiksek kallus olusum orani ve rejenerasyon sikligini Xinjiang Daye ¢esidinde elde
etmislerdir. Glutaminin rejenerasyon frekansini artirmak ve rejenerasyon siiresini

azaltmak bakimindan 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Band vd. (2011), iki farkli diploid yonca ¢esidinde bogumlardan siirgiin rejenerasyonu
amaciyla BAP/NAA ve TDZ/AgNO3 kullanmislardir. En yiiksek siirgiin
regenerasyonunu 0.5-0.1 mg/L TDZ veya 0.5-1 mg/L BAP igeren ortamlarda tespit

etmislerdir.

Amini vd. ( 2016), yoncada yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda 2-3 hafta iginde 54
mM proline, 4 mg/L 2.4-D ve 0.4 mg/L kinetin iceren MS besin ortaminda embriyonik
kallus elde etmislerdir. Bu embriyonik kalluslar daha sonra hormon icermeyen BOi2Y
besin ortamina embriyo gelisimi i¢in aktarilmistir. Embriyo olgunlagtirma ortaminda 50
mg/L Cuscuta campestris ekstraktinin kontrole gore somatik embriyo gelisimini

artirdigini bildirmislerdir.

Nofouzi vd. (2019), Nimet ve Savas yonca gesitlerinde kotiledon bogum, hipokotil ve
kok tacinda BAP, BAP-IBA ve TDZ igeren besin ortamlarinda in vitro siirglin
rejenerasyonu amaglamiglardir. BAP igeren ortamlarda kotiledon bogum eksplantinda
Nimet ¢esidinde siirgiin rejenerasyonu % 80-100, Savas c¢esidinde ise % 50-100
arasinda, TDZ iceren ortamlara ise Nimet ve Savas ¢esitlerinde % 93.33-100 arasinda
degisim gostermistir. En fazla eksplant basina siirgiin sayis1 Nimet ¢esidinde 5 ve 6.33
adet ile 0.25 mg/L BAP ve 0.55 mg/L TDZ, Savas ¢esidinde ise 8.50 ve 4.66 adet ile
0.4 mg/L BAP ve 0.15 mg/L TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir.

Rose (2019), somatik embriyogenesisin bir stres ve hormon etkilesimi sonucu

indiikklendigine dair kanitlar oldugunu, M. truncatula’da somatik embriyogenesis



indiiksiyon fazi sirasinda stres ve spesifik yukari regiile edilmis genler arasinda ve
spesifik hormonlar ve yukar regiile edilmis genler arasinda baglantilar oldugunu, M.
truncatula'daki somatik embriyogenesis ¢alismalarinda yiiksek verimli transkriptomik
ve proteomik calismalarin kullanilmasi ve bazi bireysel genlerin daha detayl

arastirilmasindan fayda oldugu bildirmektedir.



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismada; Prosementi Bologna, Gea, Savas, Omerbey, OS66, Artemis ve Classe yonca
cesitleri kullamlmistir. Savas ve Omerbey cesitleri Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitiisti tarafindan tescil ettirilmistir. Prosementi, Gea, Artemis cesitleri Tiirkiye’de

tescilli Classe ise iiretim izinli bir gesittir.

2.2. Yontem

2.2.1. Genel doku Kkiiltiirii kosullari

Calismalar Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliim
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan petri, magenta, pens,
bisturi, beher, saf su ve besin ortamlarinin sterilizasyonunda otoklav kullanilmistir.
Otoklavda sterilizasyon islemi 1.2 atmosfer basing altinda 121 C’de 20 dakika siireyle
gerceklestirilmistir.  Tim doku kiiltiirii caligmalart steril kabin igerisinde yapilmistir.
Steril kabin igerisinde pens ve bisturi gibi kullanilan aletlerin sterilizasyonunda %70

alkol ve Bunzen alevi kullanilmistir.

Ortamlarda kullanilan tiim bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD) uygun ¢oziiciilerle
¢oziilmiis ve her BBD igin uygun ortamlarda saklanmistir. Is1 ile bozulabilen bitki besin
diizenleyicileri ise filtre sterilizasyonu ile sterilize edilerek saklanmis ve besin ortamina

otoklav isleminden sonra katilmistir (Tablo 2.1).
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Caligmada dondr bitkilerin yetistirilmesinde 30 g/L sukroz, 8 g/L agar igeren MS besin
ortami kullanilmistir.  Somatik embriyogenesis ¢alismalarinda MS, Gamborg BS5,
Schenk & Hildebrandt (SH) ve CHU (N6) besin ortamlar1 kullanilmistir (Tablo 2.2.).
Hazirlanan besin ortamlarinin pH’st 1IN NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 5.6 ile 5.8
arasinda ayarlanmigtir. Tiim kiiltiirler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta,

22+2°C’de ve 3000 liiks 151k yogunlugundaki iklim dolabi i¢erisinde bekletilmistir.

Tablo 2. 1. Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama

kosullar1
BBD cOzUcCU SAKLAMA KOSULLARI
BAP 1N NaOH +4
TDZ DMSOf/filtre sterilizasyonu -20
NAA 1N NaOH +4
Kinetin 1 N NaOH +4
2,4-D DMSO/alkol +4
ABA DMSOffiltre sterilizasyonu -20

2.2.2. Tohum sterilizasyonu

Calismada kullanilan Prosementi Bologna, Gea, Savas, Omerbey, OS66, Artemis ve
Classe gesitlerine ait tohumlardan saglikli olanlar segilip steril kabin igerisinde
manyetik karistirict kullanilarak %350 ticari ¢amasir suyu igerisinde 15 dakika siire ile
sterilize edildikten sonra; tohumlar 3 defa 5’er dakika olmak iizere saf sudan gecirilip,

30 g/L sukroz, 8 g/L agar iceren MS besin ortamina ekilmistir.

2.2.3. In vitro bitkiciklerden eksplant izolasyonu ve kiiltiirlerin olusturulmasi

Cimlendirme baslangicindan yaklasik 15-25 giin sonra somatik embriyogenesis ile bitki
rejenerasyonu elde etmek amaciyla Prosementi Bologna, Gea, Savas, Omerbey, OS66,
Artemis ve Classe yonca gesitlerine ait steril bitkiciklerden elde edilen kotiledon ve
yaprak eksplantlar1 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L kinetin, 2 g/L prolin ve 30 g/L sukroz
iceren, 8 g/L agar ile katilastirilan dort farkli (MS, B5, SH ve N6) temel besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 50-60 giin sonra olusan
kalluslar 30 g/L. seker igeren 8 g/L agar ile katilastirilmis MS besin ortamina
aktarilmistir (Sekil 1, a, b, ¢, d, e).



Tablo 2. 2. Calismada kullanilan temel besin ortamlari ve igerikleri
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Murashige | Gamborg B5 Schenk & CHU (N6)4
icerik* and Skoog (B5)° Hildebrandt
(Ms)* (SH)’
Makro elementler
CaCl, 332.02 113.23 151.00 125.33
KH,PO, 170.00 -- -- 400.00
KNO3 1900.00 2500.00 2500.00 2830.00
MgSO, 180.54 121.56 195.05 90.27
NH;NO3 1650.00 -- -- --
NaH,PO, -- 130.44 -- --
(NH4)2S0, -- 134.00 -- 463.00
(NHz)H.PO, -- -- 300.00 --
Mikro elementler
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.10 --
CuS04.5H,0 0.025 0.025 0.20 --
FeNaEDTA 36.70 36.70 19.80 36.70
HsBO3 6.20 3.00 5.00 1.60
Kl 0.83 0.75 1.00 0.80
MnSQO4.H,0 16.90 10.00 10.00 3.33
Na,M00,4.2H,0 0.25 0.25 0.10 --
ZnS04.7H,0 8.60 2.00 1.00 1.50
Vitaminler
Glycine 2.00 -- -- 2.00
Myo-inositol 100.00 100.00 1000.0 --
Nikotinik asit 0.50 1.00 5.0 0.5
Pyridoksin HCL 0.50 1.00 0.5 0.50
Thiamine HCL 0.10 10.00 5.0 1.00

*https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media

"Murashige and Skoog, 1962; “Gamborg vd., 1968; *Schenk & Hildebrandt, 1972; *Chu vd., 1975

Omerbey yonca cesidinde ise farkli kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma
ortamlarinin somatik embriyogenesis tlizerine etkisi belirlemek amaciyla yaprak
eksplantlar1 4 mg/L 2.4-D, 0.5 mg/L kinetin, 2 g/L prolin veya 1 g/L glutamin iceren SH
veya N6 ortaminda kiiltiire alinmigtir (Tablo 2.3.). Yaklasik kiiltiir baslangicinda 45-50
30 g/L sukroz+30 g/L PEG veya 30 g/L
sukroz+2 mg/L ABA iceren 8 g/L agarla katilagtirillmis MS besin ortamina aktarilmigtir
(Sekil 2. a, b, c, d).
katilastirilmis MS besin ortamina bitkicik gelisimi i¢in aktarilmistir (Sekil 2. e, f).

giin sonra gelisen kalluslar 30 g/L sukroz,

Daha sonra biitlin kiiltiirler 30 g/L seker iceren 8 g/L. agar ile


https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media
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Denemelerde her peri kabina 10 eksplant yerlestirilmis olup, petri basina kallus agirligi

ve petri basina embriyo sayisi ve petri basina bitkicik sayis1 parametreleri belirlenmistir.

Tablo 2. 3. Omerbey yonca gesidinde kullanilan farkli kallus olusturma ve embriyo

olgunlastirma ortam kombinasyonlar1

Kallus Gelistirme Ortami Embriyo Olgunlagtirma Ortamlari

N6+2 g/L prolin+4 mg/L 2.4-D+0.5 mg/L 2 mg/L ABA+MS

Kinetin 30 g/L PEG+MS
MS

SH+2 g/L prolint4 mg/L 2.4-D+0.5 mg/L 2 mg/L ABA+MS

Kinetin 30 g/L PEG+MS
MS

N6+1 g/L glutamin+ 4 mg/L 2.4-D+ 2 mg/L ABA+MS

0.5 mg/L Kinetin 30 g/L PEG+MS
MS

SH+1 g/L glutamin+ 4 mg/L 2.4-D+ 2 mg/L ABA+MS

0.5 mg/L Kinetin 30 g/L PEG+MS
MS

Denemelerde 30 g/L sukroz kullanilmis olup 8 g/L agar ile ortamlar katilagtirilmistir.

2.2.4. In vitro bitkiciklerden elde edilen kotiledon bogum eksplantlarinin Kkiiltiire
alinmasi

In vitro steril kosullarda ¢imlendirilen Gea, Prosementi, Savas, Omerbey ¢esitlerinde
kiiltiir baglangicindan 15-16 giin sonra kotiledon bogum eksplantlart siirgiin
rejenerasyonu amaciyla TDZ (0.3 -1.2 mg/L TDZ) ve BAP (1-4 mg/L BAP)’in farkli
konsantrasyonlarini, 0.5 mg/L NAA ve 30 g/L sukroz iceren 8 g/L agarla katilagtiritlmis
6 farklt MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir (Sekil 3). Kiiltiir baglangicinda yaklasik 2
ay sonra slirglin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant bagina siirgiin sayis1 6zellikleri

belirlenmistir.



Sekil 1. Yonca gesitlerinde kallus olusumu

a. Savas, b. Gea, c. Prosementi, d. Artemis, e. 0S-66, d. Classe
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Sekil 2. Omerbey yonca cesidinde somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu

a, b. Kallus olusumu
¢, d. Embriyo gelisimi
e, f. Bitkicik gelisimi
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Sekil 3. Kotiledon bogum eksplantinda siirgiin gelisimi

2. 2. 5. Verilerin degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine goére yiiriitiilmiis olup
somatik embriyogenesis ¢alismalar1 3 tekerriirlii her tekerriirde 10 eksplant, kotiledon
bogumlardan siirgiin rejenerasyonu denemeleri ise 3 tekerriirlii her tekerriirde 6 eksplant
olacak sekilde yiiritilmustir. Yiizde degerler varyans analizinden once “arcsin”
transformasyonuna tabi tutulustur. Arastirma sonucunda elde edilen verilerin varyans
analizi “SPSS for Windows” programi ile yapilmistir. Muamele ortalamalar1 Duncan

Coklu Karsilastirma Testi ile karsilagtirilmigtir.
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3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Baz1 yonca cesitlerinde kotiledon ve yaprak eksplantlarinda farkh temel besin

ortamlarimin somatik embriyogenesis iizerine etkisi

Somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu elde etmek amaciyla Prosementi, Gea,
Savas, Omerbey Artemis, Classe ve OS66 cesitlerine ait yaklasik 15-25 giinliik
fidelerden elde edilen kotiledon ve yaprak eksplantlari; 4 mg/L 2-4,D+0.5 mg/L
Kinetin+2 g/L prolin+30 g/L seker igeren 8 g/L agar ile katilastirilan MS, B5, SH veya
N6 temel besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaklagik 50-60 giin sonra olusan kalluslar
30 g/L sukroz, 8 g¢/L agar igeren MS besin ortaminda alt kiiltiire alinmistir.
Denemelerde petri bagina kallus agirligi, petri bagina somatik embriyo sayist ve petri

basina bitkicik sayisi1 parametreleri belirlenmistir.

Varyans analizi sonuglarina gore petri basina kallus agirliginda; gesit, ortam, eksplant,
gesit x ortam, cesit X eksplant ve gesit x ortam x eksplant istatistiksel olarak 0.01
diizeyinde, ortam x eksplant 0.05 diizeyinde, petri bagina somatik embriyo sayisinda;
eksplant, ¢esit x ortam ve gesit x ortam x eksplant 0.01 diizeyinde, petri basina bitkicik
sayisinda ise; eksplant, ¢esit x ortam ve g¢esit X ortam X eksplant 0.01 diizeyinde ¢esit,
ortam, ¢esit X eksplant, ortam x eksplant 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo
3.1).
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Tablo 3. 1. Bazi yonca ¢esitlerinde kotiledon ve yaprak eksplantlarinda farkli temel
besin ortamlarinin petri basina kallus agirligi, petri basina somatik embriyo sayis1 ve
petri basina bitkicik sayisina etkisine ait varyans analizi sonuglari

Petri Basina Petri Basina Somatik Petri Basina
v Kallus Agirh@ Embriyo Sayisi Bitkicik Sayis1
Varyasyon E % Kareler Kareler Kareler
Kaynaklari % E Ortalamasi F Ortalamasi F Ortalamasi F
Cesit (C) 6 4.946 17.674** |36.228 2.047 3.065 2.279*
Ortam (O) 3 12.710 45.420*%* |44.673 2.524 4.333 3.221*
Eksplant (E) 1 5.676 20.284** |708.482 40.035** |11.524 8.566**
CxO 18 1.206 4.310** 44.450 2.512** |3.153 2.344**
CxE 6 4.056 14.494** 133.760 1.908 3.065 2.279*
OXxE 3 1.066 3.809* 35.641 2.014 4.333 3.221*
CxOXxE 18 3.481 12.439**  |48.252 2.727** |3.153 2.344**
Hata 112 0.280 17.696 1.345
Genel 167

*:%5 diizeyinde 6nemli, **: %1 diizeyinde 6nemli

Deneme sonucunda ¢esitlerde kotiledon ve yaprak eksplantlarinda farkli temel besin
ortamlarindan elde edilen petri basina kallus agirligi, petri basina somatik embriyo
sayis1 ve petri basina bitkicik sayisi degerleri Tablo 3.2’de verilmistir. Tablo 3.2’de
cesitler ayr1 ayr1 incelendiginde yaprak eksplantinda petri basmna kallus agirhigi;
Prosementi ¢esidinde en yiiksek 3.570 g ile B5 besin ortaminda en diisiik 2.311 g ile SH
ortaminda, Gea ¢esidinde en yiiksek 2.853 g ile N6 besin ortaminda en diigiik 1.267 g
ile B5 besin ortaminda, Savas ¢esidinde en yiiksek 1.350 g ile MS besin ortaminda en
diisiik 0.503 g ile SH besin ortaminda, Omerbey cesidinde en yiiksek 3.180 g ile N6
besin ortaminda en diisiik 0.877 g ile B5 besin ortaminda, Artemis ¢esidinde en yiiksek
6.700 g ile MS besin ortaminda en diisiik 1.893 g ile SH ortaminda, Classe ¢esidinde en
yiiksek 3.140 g ile N6 besin ortaminda en diisiik 0.757 g ile SH ortaminda ve OS-66
¢esidinde en yiiksek 2.957 g ile MS ortaminda en diisiik ise 1.500 g ile SH besin

ortaminda bulunmustur.
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Kotiledon eksplantinda ¢esitler ayr1 ayri incelendiginde petri basina kallus agirhigs;
Prosementi ¢esidinde en yiiksek 1.943 g ile MS besin ortaminda en diisiik 1.187 g ile
SH ortaminda, Gea ¢esidinde en yiiksek 2.467 g ile N6 besin ortaminda en diisiik 1.077
g ile B5 besin ortaminda, Savas ¢esidinde en yiiksek 2.503 g ile MS besin ortaminda en
diisiik 0.807 g ile SH besin ortaminda, Omerbey ¢esidinde en yiiksek 2.703 g ile MS
besin ortaminda en diisiik 1.260 g ile B5 besin ortaminda, Artemis ¢esidinde en yliksek
2.640 g ile N6 besin ortaminda en diisiik 0.253 g ile MS ortaminda, Classe ¢esidinde en
yiiksek 2.783 g ile MS besin ortaminda en diisiik 1.143 g ile SH ortaminda ve OS-66
¢esidinde en yiiksek 1.790 g ile N6 ortaminda en diisiikk ise 0.563 g ile B5 besin

ortaminda belirlenmistir.

Yaprak cksplantinda petri basina en yiiksek somatik embriyo sayisi Prosementi
¢esidinde 12 adet ile B5 besin ortaminda; Gea, Omerbey ve Artemis cesitlerinde
sirastyla 13, 19.667 ve 6.333 adet ile SH besin ortaminda; Classe ¢esidinde 10.333 adet
ile MS besin ortaminda ve OS-66 ¢esidinde ise 16.333 adet ile N6 besin ortaminda elde
edilmis olup, Savas ¢esidinde ise hi¢ embriyo elde edilememistir. Kotiledon
eksplantinda ise Prosementi, Gea ve Artemis cesitlerinde hi¢ somatik embriyo elde
edilemezken, Savas cesidinde N6 ortaminda 0.667 adet, Omerbey ¢esidinde MS ve BS
besin ortaminda 0.333 adet, Classe ¢esidinde SH ortaminda 2 adet ve OS-66 ¢esidinde
N6 ve SH besin ortamlarinda 5.333 ve 2. 333 adet somatik embriyo elde edilmistir.

Petri basina bitkicik sayilar1 incelendiginde kotiledon eksplantinda yonca ¢esitlerinde
higbir ortamda bitkicik gelisimi gozlenmezken, yaprak eksplantinda Prosementi
cesidinde 3.667 adet ile B5, Gea ve Artemis cesitlerinde 2.667 ve 0.667 adet ile SH,
Omerbey cesidinde ise 1.00 ve 6.667 adet ile N6 ve SH besin ortamlarinda bitkicik

gelisimi gozlenmistir.
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Tablo 3. 2. Baz1 yonca gesitlerinde kotiledon ve yaprak eksplantlarindan farkli temel
besin ortamlarinda elde edilen petri basina kallus agirligi, petri basina somatik embriyo
say1s1 ve petri basina bitkicik sayisina ait ortalama degerler

Petri Basina Petri Basina Somatik | Petri Basina Bitkicik
Temel Kallus Agirhg Embriyo Sayisi Sayisi
Cesit Besin (g/petri) (adet/petri) (adet/petri)
Ortam1 [ yaprak [ Kotiledon | Yaprak | Kotiledon | Yaprak | Kotiledon
Prosementi | N6 3.213 bcd* | 1.417j-s | Of* 0Of 0d* od
MS 2.673c-h |1.943e-0 |1.333f of od od
SH 2.311 d-l 1.187 m-t | 0.333f 0Of 0d 0d
B5 3,570 bc |1.3201-s |12.00bcd |Of 3.667 b od
Gea N6 2.853 b-f 2.467d-j |0.67f 0f 0d 0d
MS 1.740 g-q 2.310d-1 |[Of of 0d 0d
SH 1.507 1-s 1.623h-r |13.00abc |Of 2.667bc | 0d
B5 1.267 I-t 1.077nt |Of of 0d 0d
Savag N6 1.017 n-t 1.3301-s |Of 0.667 f od od
MS 1.350k-s | 2503d1 |Of of od od
SH 0.503 st 0.807p-t |[Of of 0d 0d
B5 0.617 rst 0937n-t |Of of 0d 0d
Omerbey N6 3.180bcd |2.393d-k |5667cf |Of 1.000cd |Od
MS 1.7179g-q |2.703cg |Of 0.333f od od
SH 1.327 I-s 1.5331s | 19.667a |Of 6.667 a od
B5 0.877 o-t 1.2601-t |1.00f 0.333f od od
Artemis N6 1.950e-0 |2640c-h | 3.333¢f of od od
MS 6.700 a 0.253t 3.00 ef of 0d 0d
SH 1.893 f-0 2.203d-m | 6.333c-f |Of 0.667 d 0d
B5 1.973 e-n 2.257d-I 1.000 f of 0d 0d
Classe N6 3.140bcd | 3.020 bcd | 4.667 def | Of 0d 0d
MS 2.560 c-1 3.783b 10.333b-e | OF od od
SH 0.757 p-t 1.143m-t | 4.667 def | 2.000de |Od od
B5 1.530 1-s 1.2901-t |4.667def |Of od od
OS 66 N6 1.820 f-p 1.790 g-q | 16.333ab | 5.333cde | 0d od
MS 2.957 b-e 0.723 g-t | 2.667 ef 0Of od od
SH 1.500 1-s 1.243 |-t 4.333 def | 2.333 f od od
B5 1.523 1-s 0.563 rst | 3.333 ef 0f od od

*: Aym satirda ve siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde

Onemlidir.
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3.2. Omerbey yonca cesidinde farkh kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma

ortamlarimin somatik embriyogenesis iizerine etkisi

Omerbey cesidinde farkli kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma ortamlarinin
somatik embriyogenesis iizerine etkisini belirlemek amaciyla yaprak eksplantlar1 4
mg/L 2,4-D+0.5 mg/L kinetin+2g/L prolin veya 1 g/L glutamin+30 g/L seker iceren 8
o/L agar ile katilastirilmis SH ya da N6 temel besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiir baglangicindan yaklasik 45-50 giin sonra gelisen kalluslar MS+30 g/L sukroz,
MS+30 g/L sukroz+30 g/L PEG ya da MS+30 g/L sukroz +2 mg/L ABA igeren 3 farkli
besin ortamina, burada embriyo olgunlasmasi saglandiktan bitkicik gelisimi igin MS

besin ortamina aktarilmistir.

Tablo 3.3 incelendiginde; Omerbey yonca ¢esidinde petri basina kallus agirhg: iizerine
aminoasit ve aminoasit x ortam interaksiyonunun etkisi 6nemsiz bulunurken, ortamlarin

etkisi 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Tablo 3. 3. Omerbey yonca ¢esidinde farkli kallus olusturma ortamlarmin petri basina

kallus agirligina etkisine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari| Serbestlik Derecesi| Kareler Ortalamasi F
Aminoasit (A) 1 0.007 0.041
Ortam (O) 1 1.240 7.319*
AxO 1 0.165 0.977
Hata 8 0.169
Genel 11

*:%5 diizeyinde 6nemli
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Tablo 3. 4. Omerbey yonca cesidinde farkli kallus olusturma ortamlarinda elde edilen

petri basina kallus agirligina ait ortalama degerler (g)

Amino asit Temel Besin Ortam Ortalama
N6 SH
Prolin 2.201 1.323 1.762
Glutamin 1.918 1.510 1.714
Ortalama 2.060 a* 1.417Db

*: Ayni satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde dnemlidir.

Tablo 3.4’de ortamlarin ortalamasi incelendiginde; en fazla petri basina kallus agirligi
2.060 g ile N6 besin ortamindan elde edilmistir.

Omerbey yonca gesidinde farkl1 kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma ortamlarinin
petri basina somatik embriyo ve petri basina bitkicik sayisina etkisine ait varyans analizi
sonuglar1 Tablo 3.5°te verilmistir. Tablo 3.5. incelendiginde; Omerbey yonca cesidinde
petri basina somatik embriyo sayisi iizerine embriyo olgunlastirma ortami, aminoasit X
ortam, aminoasit X embriyo olgunlagtirma ortami ve ortam x embriyo olgunlastirma
ortamu interaksiyonunun etkisi istatiksel olarak 6nemsiz, aminoasit, ortam ve aminoasit
X ortam x embriyo olgunlastirma ortam1 interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak 0.01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Petri basina bitkicik sayisinda ise; aminoasit, embriyo
olgunlastirma ortami, aminoasit X ortam, ortam X embriyo olgunlastirma ortami ve
aminoasit X ortam X embriyo olgunlastirma ortamu istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde
onemli iken, ortam ve aminoasit x embriyo olgunlastirma ortami interaksiyonu 0.01

diizeyinde 6nemlidir.

Tablo 3. 5. Omerbey yonca ¢esidinde farkli kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma
ortamlarinin petri basina somatik embriyo sayist ve petri basina bitkicik sayisina

etkisine ait varyans analizi sonuglari

X Petri Basina Somatik Petri Basina
z g Embriyo Sayis Bitkicik Sayis
g g Kareler Kareler
Varyasyon Kaynaklari » Ortalamasi F Ortalamasi F
Aminoasit (A) 1 (306.250 24.831** 20.250 7.839*
Ortam (O) 1 173.361 14.056** 56.250 21.774**
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Embriyo olgunlastirma (E) 2 16.750 1.358 14.250 5.516*
AxO 1 42.250 3.426 20.250 7.839*
AXE 2 7.583 0.615 9.750 3.774**
OxE 2 16.361 0.516 14.250 5.516*
AxOXxE 2 ]100.750 8.169** 9.750 3.774*
Hata 24 112.333 2.583
Genel 35

*:%5 diizeyinde 6nemli, **: %1 diizeyinde 6nemli

Tablo 3. 6. Omerbey yonca ¢esidinde farkli kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma

ortamlarinda elde edilen petri basina somatik embriyo sayisina ait ortalama degerler

(adet)

Kallus Gelistirme Ortamm Embriyo Olgunlastirma Ortamlar:
Aminoasit Temel Besin Ortanm | 2 mg/L ABA | 30 g/L PEG MS
2 g/L Prolin N6 11.667 bc™ 11.333bc | 7.667 cd
SH 11.667 bc 16.667 ab 22.000 a
1 g/L Glutamin | N6 3.667d 7.667 cd 8.333 cd
SH 10.000 cd 10.333 bcd | 6.000 cd

Aynt satirda ve siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde
o6nemlidir.

Tablo 3.6’da ortalama degerler incelendiginde Omerbey yonca ¢esidinde petri basma
somatik embriyo sayist en yiksek 22 adet ile SH besin ortaminda, prolin
uygulamasinda ve embriyo olgunlastirma ortami olarak MS temel besin ortami
kullanildiginda elde edilmistir. En diisik deger ise 3.667 adet ile kallus olusturma
ortami olarak N6 besin ortami ve 1 g/L glutamin ve embriyo olgunlastirma ortami
olarak ABA uygulandiginda elde edilmistir. Genel olarak hem N6 hem de SH besin
ortamlarinda 2 g/L prolin iceren kallus olusturma ortamlarinda daha fazla somatik

embriyo sayisi tespit edilmistir.

Tablo 3. 7. Omerbey yonca ¢esidinde farkli kallus olusturma ve embriyo olgunlastirma

ortamlarinda elde edilen petri basina bitkicik sayisina ait ortalama degerler (adet)
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Kallus Gelistirme Ortami Embriyo Olgunlastirma Ortamlari
Aminoasit Temel Besin 2 mg/L ABA 30 g/L PEG MS
Ortam
2 g/L Prolin N6 0c 0c 0c
SH Oc 5ab 7a
1 g/L Glutamin | N6 O0c Oc Oc
SH 0c 3 bc 3 bc

Ayni satirda ve siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde
Onemlidir.

Omerbey yonca cesidinde petri bagma bitkicik sayis1 en yiiksek 7 ve 5 adet ile 2 g/L
prolin igeren SH besin ortaminda kallus olusumundan sonra MS ve MS+PEG ortaminda

alt kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan elde edilmistir (Tablo 3.7.).

3.3. Baz1 yonca cesitlerinde TDZ ve BAP dozlarininin kotiledon bogum

eksplantinda in vitro siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Prosementi, Gea, Savas, Omerbey cesitlerine ait kotiledon bogum eksplantlari izole
edilerek 0.3-1.2 mg/L TDZ, 1-4 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA igeren 6 farkli ortamda 3
tekerriirlii olarak kiiltiire alinmislardir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 2 ay sonra siirgiin

olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayilar1 belirlenmistir.

Tablo 3. 8. Baz1 yonca ¢esitlerinde TDZ ve BAP dozlarinin siirgiin olusturan eksplant

yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi sonuglari

~ _ |Siirgiin Olusturan Eksplant| Eksplant Basina Siirgiin
=3 Yiizdesi Sayisi
0 O
ag
Varyasyon % a Kareler Kareler
Kaynaklari Ortalamasi F Ortalamasi F
Cesit 3 [2476.468 20.698** (8.112 27.657**
Ortam 5 1678.291 5.669** 10.339 1.156
Cesit x Ortam | 15 [425.667 3.558**  11.880 6.410**
Hata 48 (119.648 0.293
Genel 71

*:%S5 diizeyinde dnemli,

**: %] diizeyinde 6nemli
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Tablo 3.8 incelendiginde; siirglin olusturan eksplant yiizdesi lizerine gesit, ortam ve
gesit x ortam interaksiyonu istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde onemli bulunurken,
eksplant basina siirgiin sayisi iizerine ¢esit ve ¢esit x ortam interaksiyonu istatistiksel

olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Deneme sonucunda, bazi yonca ¢esitlerinin farkli TDZ ve BAP dozlarinda siirgiin
olusturan eksplant yiizdeleri Tablo 3.9°da verilmistir. Tablo 3.9.°da ¢esitlerin
ortalamalar1 incelendiginde siirgiin olusturan eksplant yiizdesi en yiiksek % 86.22 ile
Prosementi g¢esidinden elde edilmis olup bunu sirasiyla %70.37, %64.81 ve %47.22 ile
Omerbey, Savas ve Gea cesitleri izlemistir. Ortamlarin  ortalama degerleri
incelendiginde, en yiiksek siirgiin olusturan eksplant yiizdesi %80.56 ile 2 mg/L BAP
iceren ortamdan elde edilmis olup bunu sirastyla 1 mg/L BAP, 0.6 mg/L TDZ, 4 mg/L

BAP, 0.3 mg/L TDZ ve 1.2 mg/L TDZ igeren ortamlar izlemistir.

Cesitler kendi icerisinde degerlendirildiginde ise en yiiksek siirglin olusturan eksplant
yiizdesi Prosementi ¢esidinde %100 ile 0.6 mg/L TDZ, Gea gesidinde %77.78 ile 0.6
mg/L TDZ, Savas ¢esidinde %88.89 ile 2 mg/L BAP ve Omerbey cesidinde %88.89 ile
0.3 mg/L TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir.

Tablo 3. 9. Baz1 yonca ¢esitlerinin farkli TDZ ve BAP dozlarinda siirgiin olusturan
eksplant ytizdeleri (%)

Ortamlar Cegsitler Ortalama
Prosementi | Gea Savas Omerbey

0.3 mg/LTDZ+0.5 | 66.67 27.78 38.89 88.89 55.55 b***

mg/L NAA (54.74) c-h* | (31.54): (38.51) ghi | (73.94) abc

0.6 mg/LTDZ+ 0.5 | 100.00 77.78 55.56 50.00 70.83 a

mg/L NAA (90.00) a (62.18) b-f | (48.25) e-1 | (45.00) f-1

1.2 mg/LTDZ+0.5 | 72.22 27.78 61.11 55.56 54.17 b

mg/L NAA (58.46) c-g (31.06) ¢ (51.97)d-1 | (48.25) e-1

1 mg/L BAP+0.5 | 83.33 55.56 83.33 66.67 7222 a

mg/L NAA (70.21) a-d (48.25) e-1 | (65.90) b-f | (55.21) c-h

2 mg/L BAP+0.5 | 88.89 61.11 88.89 83.33 80.56 a

mg/L NAA (73.94) abc (51.49)d-: | (73.94) abc | (70.21) b-e

4 mg/L BAP+0.5 | 94.44 33.33 61.11 77.78 66.67 a

mg/L NAA (81.97) ab (34.79) I (51.97)d-1 | (66.49) b-e

Ortalama 86.22 a** 47.22 C 64.81b 70.37b

*: Aym satirda ve siitunda farkli kiigtik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde

Onemlidir.
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**. Aym satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde

Onemlidir.

**%: Aym situnda farkli kiiglik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde

Onemlidir.

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir

Tablo 3. 10. Baz1 yonca g¢esitlerinin farkli TDZ ve BAP dozlarinda eksplant basina

stirgiin sayilar1 (adet)

Ortamalar Cesitler Ortalama
Prosementi | Gea Savas Omerbey

0.3 mg/LTDZ+0.5mg/L NAA | 2.33d-g* 1.50 f-1 2.28 d-h 2.40 d-g 2.13

0.6 mg/LTDZ+0.5mg/L NAA | 2.61c-e 2.48 c-f 1.33 g1 2.00 d-1 2.11

1.2 mg/LTDZ+0.5mg/L NAA | 2.17 d-1 511a 1.25h 1.75 e 2.57

1 mg/L BAP+0.5mg/L NAA 2.14 d-1 3.92b 1.131 1.66 e-1 2.21

2 mg/L BAP+0.5mg/L NAA 2.31 d-1 3.44 bc 1.89 d-1 1.61 e-1 231

4 mg/L BAP+0.5mg/L NAA 1.75 e 2.83 cd 2.13d-1 2.33d-g 2.26
Ortalama 2.22 b** 32la 1.67d 1.96 bc

*: Ayni satirda ve siitunda farkl: kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde
onemlidir.
**: Aym satirda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde

Onemlidir.

Tablo 3.10’da ¢esitlerin ortalamalar1 incelendiginde eksplant basina siirgiin sayisi en
yiiksek 3.21 adet ile Gea ¢esidinden elde edilmis olup bunu sirasiyla 2.22 adet,1.96 adet
ve 1.67 adet ile Prosementi, Omerbey ve Savas ¢esitleri izlemistir. Ortamlarin ortalama
degerleri incelendiginde, eksplant basina siirglin sayist en yiiksek 2.57 adet ile 1.2
mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilmis olup bunu sirasiyla 2 mg/L BAP, 4 mg/L BAP,
1 mg/L BAP, 0.3 mg/LTDZ ve 0.6 mg/L TDZ igeren ortamlar izlemistir. Cesitler kendi
icerisinde degerlendirildiginde ise eksplant basina siirglin sayis1 en yiiksek, Gea
¢esidinde 5.11 adet ile 1.2 mg/L TDZ, Prosementi ¢esidinde 2.61 adet ile 0.6 mg/LTDZ,
Omerbey cesidinde 2.40 adet ile 0.3 mg/L TDZ ve Savas cesidinde 2.28 adet ile 0.3
mg/L TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir. Cesitler biiylimeyi diizenleyici tipine gore

stirgiin olusum yiizdesi ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimmdan farkli tepkiler

gostermistir.
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4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1.Tartisma

Farkli yonca gesitlerinde in vitro bitki rejenerasyonu elde etmek amaciyla yiiriitiilen bu
calisma 2017-2019 yillar1 arasinda Seyrani Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii
Arastirma Laboratuvarlarinda yiiriitilmistiir. Arastirmada Prosementi, Gea, Savas,
Omerbey, 0S66, Artemis ve Classe yonca gesitleri kullanilmistir. Cesitlere ait yaprak
ve kotiledon eksplantlar1 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L kinetin, 2 g/L prolin ve 30 g/L sukroz
iceren, 8 g/L agar ile katilastirilan dort farkli MS, B5, SH ve N6 temel besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda tiim ¢esitlerde her iki eksplantta
da biitiin ortamlarda kallus olusumu gézlenmistir. Kallus agirligi bakimindan gesit x
eksplant x ortam interaksiyonu 6nemli bulunmustur. En yiiksek kallus agirligi petri
basina 6.7 g ile Artemis cesidinde yaprak eksplantinda MS besin ortaminda elde
edilirken en diisiik yine Artemis ¢esidinde kotiledon eksplantinda MS besin ortaminda
elde edilmistir. Benzer sekilde petri basina somatik embriyo sayist ve petri basina

bitkicik sayisinda da ¢esit x eksplant x ortam interaksiyonu 6nemli bulunmustur.

Arastirma sonucunda en fazla petri basina somatik embriyo sayis1 Prosementi ¢esidinde
BS5 besin ortaminda; Gea, Omerbey ve Artemis cesitlerinde SH besin ortaminda; Classe
cesidinde MS besin ortaminda ve OS-66 cesidinde ise N6 besin ortaminda yaprak
eksplantinda elde edilmis olup, Savas ¢esidinde yaprak eksplantinda hi¢ embriyo elde
edilememis sadece N6 besin ortaminda kotiledon eksplantinda somatik embriyo elde

edilmistir.
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En yiiksek petri basina somatik embriyo sayilar1 yaprak eksplantinda Prosementi, Gea,
Omerbey, Artemis, Classe ve 0S-66 cesitlerinde sirasiyla 12.00, 13.00, 19.667, 6.333,
10.333 ve 16.333 adet, kotiledon eksplantinda Savas, Omerbey, Classe ve OS-66
cesitlerinde sirasiyla 0.667, 0.333, 2 ve 5.333 adet olarak kaydedilmistir. Petri basina
bitkicik sayilar1 incelendiginde kotiledon eksplantinda yonca gesitlerinde hicbir ortamda
bitkicik elde edilemezken, yaprak eksplantinda Prosementi ¢esidinde 3.667 adet, Gea
cesidinde 2.667 adet, Artemis gesidinde 0.667 adet, Omerbey cesidinde 6.667 adet
bitkicik elde edilmistir. Daha 6nce yonca ile yapilan caligmalarda somatik embriyo
olusumunda etkili olan faktdrler genotip, eksplant kaynagi ve besin ortaminin igerigi
olarak bildirilmektedir (Erisen, 2005). Brown ve Atanassov (1985), yiiriittiikleri
calismada; farkli yonca tiirlerinden 76 genotipi somatik embriyo ve kallus iiretim
kapasiteleri agisindan kiyaslamislardir. Kallus ve embriyogenesis agisindan genotipler
arasinda biiyiik bir varyasyon gézlemlemislerdir. Eksplant ve ortam protokolii ne olursa
olsun yiiksek rejenerasyon Kkapasitesine sahip genotiplerin diisiik rejenerasyon
kapasitesine sahip genotiplerden daha fazla somatik embriyo lirettigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Chen ve Marowitch (1987), Medicago falcata’da somatik embriyo
olusturmak amaciyla 17 ekotip incelemis, eksplant kaynagi olarak kotiledon, kok,
hipokotil ve yaprak kullanmistir. Arastirma sonucunda genotip ve rejenerasyon yetenegi
arasinda 6nemli bir iliski oldugunu ve 17 ekotipin 10 tanesinin rejenerasyon yetenegine
sahip oldugunu bildirmistir. Nolan vd. (1989) ise M. truncatula tiirinde tohumdan
gelisen bitkilerden alinan yapraklar eksplant olarak kullanildiginda rejenerasyon orani
diisiikken rejenere olan bitkiler eksplant kaynagi olarak kullanildiginda rejenerasyon
oraninin yiikksek oldugunu, Moltrasio vd. (2004) de resiprokal melezler ve anag
klonlarin kendilenmis ddlleri ile yiiriittiikkleri denemelerde somatik embriyogenesisin iki

tamamlayici genin kontrolii altinda oldugunu tespit etmislerdir.

Erisen (2005) somatik embriyogenesis ile rejenerasyonun biiyiikk oranda genotipe bagl
oldugu ancak kullanilan protokoller ve eksplant se¢iminin de embriyo olusumunda
etkili oldugunu bildirmektedir. Erisen (2005) rejenerasyon yetenegine sahip Verco
cesidinde yaprak eksplantinda eksplant bagina 94 adet somatik embriyo elde ederken,
yaprak sap1 eksplantinda 6 adet somatik embriyo elde etmistir ve elde ettigi somatik
embriyo sayilarinin bu denemede elde edilen degerlerden oldukga yiiksek oldugu

gorilmektedir.
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Temel besin ortamlar1 incelendiginde yaprak eksplantinda cesitlere gore degismekle
birlikte N6, B5 ve SH ortamlarinda daha fazla petri basina somatik embriyo sayisi elde
edilmistir. Petri basina bitkicik sayilari incelendiginde Prosementi ¢esidinde en fazla
petri bagmna bitkicik sayis1 B5 ortaminda elde edilirken Gea, Omerbey ve Artemis
cesitlerinde SH ortaminda elde edilmistir. Takamizo vd. (1991), 26 yonca gesidinde
somatik embriyo olusumunu inceledikleri ¢alismalarinda B2, B5h, UM ve SH
ortamlarini kullanmistir. Arastirma sonucunda Tachiwakaba yonca ¢esidinde hipokotil
eksplantaninda somatik embriyo gelisimi i¢in en uygun ortamin 4 mg/L 2,4.D ve BAP
iceren UM ortami oldugunu tespit etmislerdir. Erisen (2005) ise yoncada en yiiksek
eksplant basina embriyo ve siirgiin sayisini BSh besin ortaminda elde ettiklerini
bildirmislerdir. Saha vd. (2011) bitki tiirlerinde embriyo rejenerasyonu ve gelisimi i¢in
her elementin ayri1 bir etkiye sahip oldugunu, ortamin makro ve mikro element

igeriginin embriyo olusumunu ve gelisimini etkiledigini rapor etmislerdir.

Aminoasitler proteinlerin, niikleik asitlerin ve bitki hormonlarinin yapitasi olmasi
nedeniyle bitkilerin yap1 ve fonksiyonlari ig¢in gereklidir. Bu nedenle somatik
embriyogenesis c¢alismalarinda genellikle azot kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Mariashibu vd., 2013). Stuart ve Strickland (1984) prolin veya diger amino asitlerin
hem embriyo biiylikliiglinli hem de embriyonun bitkiye doniislimiinii artirdigini ve
kaliteli somatik embriyogenesis i¢in aminoasitlerin ortama eklenmesi gerektigini
belirtmektedir. Romagnoli vd. (1996) prolinin embriyo gelisimi i¢in 6nemli oldugunu
ancak glutaminin embriyo gelisimini diizenlemedigini, Zhang vd. (2010) ise glutaminin
embriyo gelisimi igin énemli oldugunu bildirmektedir. Omerbey yonca gesidinde kallus
olusturma ve embriyo olgunlastirma ortamlarinin somatik embriyogenesis lizerine
etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitilen denemede kallus gelistirme ortaminda 2 g/L
prolin veya 1 g/L glutamin kullanilmistir. Deneme sonucunda genel olarak hem N6 hem
de SH besin ortamlarinda 2 g/Lprolin igeren kallus olusturma ortamlarindan daha fazla
somatik embriyo sayisi elde edilmistir. Arastiricilar tarafindan elde edilen farkl
sonuglar  arastirmalarda  genotiplerin  farkli  olmasindan, ortam, aminoasit
konsantrasyonu ya da eksplanttan kaynaklanmis olabilir. Nitekim Hita vd (2003),
Medicago arborea’da somatik embriyogenesis iizerine prolinin pozitif etkisinin

eksplant tipine ve prolin konsantrasyonuna bagl olarak degistigini bildirmistir.
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Omerbey yonca cesidinde petri basma bitkicik sayis1 en yiiksek 7 ve 5 adet ile 2 g/L
prolin igeren SH besin ortaminda kallus olusumundan sonra MS ve MS+PEG ortaminda
alt kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. Ayn1 ortamlarda somatik
embriyo sayisi da 22 ve 16.667 adet ile en yliksek bulunmustur. Benzer sekilde Salaj
vd. (2004)’te somatik embriyo olgunlasmasi i¢in PEG’in ve karbonhidrat kaynaginin

onemli oldugunu bildirmektedir.

Prosementi, Gea, Savas ve Omerbey c¢esitlerinde kotiledon bogumlardan siirgiin
rejenerasyonu amaciyla yiritilen denemede kotiledon bogum eksplantlar1 izole
edilerek 0.3-1.2 mg/L TDZ, 1-4 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA iceren MS besin
ortaminda kiiltiire alimmistir. Deneme sonucunda siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve
eksplant basina siirgiin sayilarinda g¢esit x ortam interaksiyonunun onemli oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Nofouzi vd. (2019)’un elde ettikleri sonuglarda
benzerlik gostermektedir. Nofouzi vd (2019)’da genotip ve BBD konsatrasyonlarinin
yoncada kotiledon bogum eksplantinda rejenerasyon frekansi ve eksplant bagina siirgiin
sayisinda 6nemli oldugunu bildirmektedir. Benzer sekilde Ding vd. (2003), 16 farkli
yonca cesidinde 5 mM TDZ ve 0.5 mM NAA iceren ortamda siirglin rejenerasyonu
frekansinin gesitlere gore %33- 85 arasinda degistigini, Kumar vd. (2012) ise 5 farkli
yonca ¢esidinde apikal meristemlerden in vitro direk siirgiin rejenerasyonu iizerine TDZ
ve BA’in etkisini inceledikleri ¢aligmada siirgiin rejenerasyonu frekansmin cesitlere
gore ve BBD’lere gore % 67 ile 93 arasinda degistigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada
stirgiin olusturan eksplant ytlizdesi %27.78 ile %100 arasinda degisim gdstermis olup en
yiiksek Prosementi cesidinde en diisiikk ise Gea ¢esidinde tespit edilmistir. Eksplant
bagma siirgiin sayilart ise 1.13-5.11 arasinda degisim gostermis olup, en yliksek
eksplant basina siirgiin sayis1 Gea ¢esidinde, en diisiik ise Savas c¢esidinden elde
edilmistir. Nofouzi vd. (2019) en fazla eksplant basina siirgiin sayisin1 Nimet ¢esidinde
5 ve 6.33 adet ile sirasiyla 0.25 mg/L BAP ve 0.55 mg/L TDZ, Savas ¢esidinde ise 8.50
ve 4.66 adet ile sirasiyla 0.4 mg/L BAP ve 0.15 mg/L TDZ igeren ortamlarda
bildirmistir.  Li vd. (2009), 8 farkli yonca genotipinde kotiledon bogum eskplantinda
TDZ ve AgNOs iceren besin ortamlarinda eksplant basina 2.8-5.9 adet siirgiin elde
ederken; Kumar vd. (2012) BAP, Kkinetin ve TDZ’nin farkli konsantrasyon ve

kombinasyonlarinda eksplant basina 0.2-35 adet siirgiin elde etmislerdir. Calismalar
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arasindaki farkliliklar g¢esitlerden veya kullanilan BBD’lerin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim Kumar vd. (2012), TDZ’nin BAP
ya da Kkinetin ile kombinasyonlarinin adventif siirgiin sayisin1 artirdigin1 ve TDZ-BAP
kombinasyonlarinin TDZ-kinetin kombinasyonlarina gore daha iyi sinergistik etki

gosterdigini bildirmektedir.

4.2.Sonuc ve Oneriler

Tez calismasi kapsaminda iilkemizde yetistirilen bazi yonca g¢esitlerinde Oncelikle
somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu amaclanmistir. Arastirma sonucunda
kullanilan ¢esitler degerlendirildiginde en yiliksek somatik embriyo ve bitkicik sayisi
sirastyla 19.667 ve 6.667 adet ile Omerbey ¢esidinden SH temel besin ortaminda yaprak
eksplantindan elde edilmistir.  Petri basina somatik embriyo ve petri bagina bitkicik
sayilarinda ¢esit x eksplant x ortam interaksiyonu onemli bulunmustur. Petri basina
somatik embriyo ve bitkicik sayilar1 birlikte degerlendirildiginde Omerbey g¢esidinin
somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu i¢in tmitvar bir ¢esit oldugu
sOylenebilir. Cesitlerde somatik embriyo sayisi ve kalitesini artirmak amaciyla ileride
yapilacak ¢alismalarda farkli eksplantlarda 2,4-D konsantrasyonu, aminoasit kaynak ve

dozlar1 denenebilir.

BAP ve TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum eksplantindan direkt siirgiin
rejenerasyonunun amaglandigi denemelerde ise en yiiksek siirgiin rejenerasyon frekansi
Prosementi c¢esidinde, en diisiik Gea gesidinde kaydedilmistir. Prosementi ve Gea
cesitlerinde en yiiksek siirgiin rejenerasyonu frekansi 100 ve %77.78 ile 0.6 mg/L TDZ+
0.5 mg/L NAA igeren besin ortamindan, Savas ¢esidinde % 88.89 ile 2 mg/L BAP+ 0.5
mg/L NAA igeren besin ortamindan ve Omerbey cesidinde ise %88.89 ile 0.3
mg/LTDZ+ 0.5 mg/L NAA igeren besin ortamlarindan elde edilmistir. Eksplant basina
en fazla siirglin sayis1 5.11 adet ile Gea ¢esidinde 1.2 mg/LTDZ+0.5mg/L NAA igeren
besin ortaminda tespit edilmistir. Kotiledon bogumlar in vitro bitki rejenerasyonu igin
oldukga elverigli eksplant kaynagidirlar, farkli sitokinin kaynaklari, doz ve
kombinasyonlar1 ile siirglin rejenerasyon orani ve eksplant basina siirgiin sayilarinin

artirtlmasi yoniinde ¢aligmalara devam edilmesi dnerilmektedir.
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