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OZET

FARKLI OKSIN CESITLERININ YONCA (Medicago sativa L.)' DA
SOMATIK EMBRIYO OLUSUMUNA ETKISI
UZERINDE BiR ARASTIRMA

2003-2005 yillar1 arasinda yiiriitilen bu arasgtirmada; farkli oksin gesitleri
kullanilarak, yonca (Medicago sativa L.)’da somatik embriyolar iiretmek
amaglanmistir. El¢i yonca g¢esidine ait tohumlar in vitro’da ¢imlendirilmis ve 6
giinliik fidelerden hipokotil ve kotiledon segmentleri, 1mg 1" 2,4-D, NAA,
picloram veya dicamba + 0.2 mg I kinetin iceren SH ortaminda kiiltiir
edilmislerdir.

Arastirma sonucu; kullanilan oksin ¢esidine bagli olarak kallus indiiksiyon
orani %23.6 ile %50.8 arasinda degismis ve en yiiksek deger 2,4-D oksin grubu
biiylime diizenleyici i¢eren ortamlardan elde edilmistir. Olusan kalluslarin agirligi
ortam kombinasyonlarina bagli olarak 0.660 mg ile 1.472 mg arasinda degisim
gosterirken, picloramin ilave edildigi besi ortamlarindan en yiiksek ortalama elde
edilmistir. Arastirma sonucu 1 g kallus basina 8.6 ile 25.9 arasinda somatik
embriyo {liretilmistir. Yonca’da somatik embriyo elde etme agisindan 2,4-D oksini
en etkin biiylime diizenleyicisi olarak saptanmuistir.

2005, 60 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Yonca, Medicago sativa L., oksin, somatik embriyo, sentetik
tohum
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ABSTRACT

A RESEARCH ON THE EFFECT OF DIFFERENT AUXIN TYPES TO
SOMATIC EMBRYOGENESIS OF ALFALFA (Medicago sativa L.)

In this research, conducted from year 2003 to 2005, somatic embrios of
alfalfa (Medicago sativa L.) were aimed to produce by using various auxin tpes.
The seeds of the variety “El¢i” were germinated and, hypocotyl and cotyledon
segments from plantlets of 6 days were cultivated in the medium of SH, consisted
of 1 mg "' 2,4-D, NAA, picloram or dicamba + 0.2 mg 1" kinetine.

From the result of the research, callus induction ratios were between 23.6 %-
50.8 % depending on the types of auxins used and the highest value was obtained
from the medium of 2,4-D while the weight of the callus formed varied between
0.660-1.472 mg depending on the medium combinations, the highest average was
obtained from the medium of picloram. As a result, somatic embryos, varied in
numbers from 8.6 to 25.9, were formed for each 1 g callus. 2,4-D was determined
to be the most efficient auxin for obtaining somatic embryos of alfalfa.

2005, 60 Pages
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1.GIRiS

Bitkiler giines enerjisinden fotosentez yoluyla organik maddeleri tiretmeleri
sayesinde sadece yeryliziindeki beslenmenin temelini degil, aym1 zamanda
yeryiiziindeki yasamin da temelini olusturmaktadir. insanlar tarafindan tiiketilen
enerjinin %901, proteinin ise %80’1 bitkisel kaynaklidir (MANTELL ve
ark.,1985). Geriye kalan enerji ve protein gereksinimi ise hayvansal iiriinlerden
karsilanir. Bununla birlikte insan beslenmesinde bitkisel ve hayvansal {irtinlerin
katilma paylar tilkelerin gelismislik diizeylerine bagli olarak bazi farkliliklar
gosterir ve bu irilinlerin miktarlar1 oraninda ilkeler gelismis, gelismekte olan ve
az gelismis iilkeler olarak simiflandirilmaktadir (TUKEL ve HATIPOGLU, 1997).
Bu kriterlere gore iilkemiz gelismekte olan iilkeler grubunda yer almaktadir.
Ciinkii, tilkemizde kisi basina tiiketilen bir gilinlilk protein miktar1 diinya
ortalamasi olan 69.2 g’dan fazla olmasina karsilik, tiiketilen proteinin %80’ine
yakin bir kismu bitkisel kaynakli gida maddelerinden karsilanmaktadir. Bunun
nedeni ise, iilkemizde hayvansal iiriinlerin iiretiminin yetersiz olmasidir (TUKEL
ve HATIPOGLU, 1997).

Ulkemizde hayvansal gida maddeleri iiretiminin yetersiz olmas, iilkemiz
hayvanciligmin sorunlari ile ilgilidir. Ulkemiz hayvanciligmin en &nemli
sorunlarindan birisini kaba yem {iretimi olusturmaktadir.

Tarimsal kaynaklarimiza bakildiginda hayvancilik sektdriiniin kaba yem
ithtiyacinin en kolay ve en ucuz sekilde saglandig1 ana kaynagin ¢ayir ve meralar
oldugu goriilmektedir. Ancak yapilan arastirmalar, iilkemiz ylizeyinin yaklasik
dortte birini kaplayan bu yenilenebilir dogal kaynaklarimizin asagi yukar tigte
ikisinin yillardir stiren bilingsiz kullanilma sonucunda bitki ortiisiinii kaybetmis,
ciplaklasmis ve erozyona ugramis araziler oldugunu gostermektedir (TOSUN,
1996). Vejetasyonu zayiflamis verimi ve kalitesi diisiik olan bu meralardan yeterli
hayvansal ve bitkisel iiriin almak miimkiin olmamaktadir (GENCKAN, 1983).

Diger onemli bir kaynak olan tarla tariminda yembitkileri yetistiriciligi ise
yeterli onemi bulamamistir. Gelismis tilkelerde %20-30 civarinda yapilmakta olan

bu yetistiricilik lilkemizde ancak %2-3 oraninda kalmistir.



Ulkemiz ¢ayrr meralarinin  yillardir  diizensiz  kullamlma nedeniyle
verimliligini 6énemli derecede yitirmis olmasi ve tarla tarimi i¢cinde yembitkileri
yetistiriciliginin gelismeyisi yalnizca hayvanciliimizi olumsuz yonde etkilemekle
kalmayip, ayni zamanda toprak ve su kaynaklarimizin da olumsuz yonde
etkilenmesine neden olmaktadir.

Hayvanciligimizin kaba yem sorununu ¢6zmek ve toprak ve su
kaynaklarimiz iizerindeki olumsuz etkiyi ortadan kaldirmak i¢in c¢ayir
meralarimizin, uygun 1slah yontemleri uygulanarak yeniden bol ve kaliteli yem
tretir duruma getirilmeleri saglanmalidir. Aymi  zamanda yembitkileri
yetistiriciligini de gelistirmek gerekmektedir.

Verim kapasiteleri diigmiis ¢cayir meralarin yeniden bol ve kaliteli yem {iretir
hale getirilmesi icin topografik ve toprak oOzellikleri islemeye elverigli olan
meralarda meralarin siiriilerek, yerine bolgenin ekolojik kosullarina uyum
gostermis yembitkilerinden olusan karisimlarin ekilmesi uygulanan yontemlerden
birisidir.

Bu tiir 1slah c¢aligmalarinda kullanilan yembitkisi tiirlerinin kullanildig:
bolgenin ekolojik kosullarina ¢ok iyi adapte olmasi ve mevcut mera sartlarinda
kaliteli ve bol yem iiretecek tiirler kullanilmasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in farkl
ekolojik bdlgelerimiz i¢in uygun yembitkisi tiir ve gesitlerinin gelistirilmesi ve
yeterli  tohumlarinin  iretilmesine  yonelik  caligmalarin  siirdiiriilmesi
gerekmektedir.

Ulkemizin degisik bolgeleri igin uygun yembitkisi tiir ve ¢esitlerinin ortaya
konmasinda, dogal vejetasyonda bulunan yabani tiirler, mevcut ¢esitler ve dis
kaynakli materyalden yararlanmak miimkiindiir. Ulkemiz birgok yembitkisinin
anavatani olmasi nedeniyle, yembitkisi 1slah1 ¢aligmalarinda kullanilacak yabani
yembitkisi populasyonu agisindan iyi bir kaynak olusturmaktadir.

Yembitkisi cesit gelistirilmesi ¢alismalarinda iizerinde 6ncelikle durulmasi
gereken yembitkisi tiirii; iilkemizin dogal vejetasyonlarinda yabanilerine de sik
rastlanan ve genis arazilerde olmasa da yetistiriciligi yapilan yonca (Medicago
sativa L.)’dir.Yonca baklagiller familyasindan, Orta Asya orijinli, 60’dan fazla tiir

iceren genis bir cinstir. Besleyici ot vermesi, genis adaptasyon kabiliyeti, uzun



Omiirlii olmasi, 6zellikle sulanabilen alanlarda yilda birkag¢ bi¢cim alinabilmesi ve
yetistirildigi topraklarin verimliligini arttirmasi nedeniyle hem mera 1slaht hem de
tarla tarimi igerisinde 6nemi bilyiiktiir.

Bu tiiriin, tilkemizin degisik bdlgelerinin her birisi icin yiiksek ve kaliteli
yem verecek ¢esitlerinin gelistirilmesi ve bunlarin yeterli tohumlarinin iiretilmesi
iilkemiz hayvanciliginin kaba yem sorununun ¢o6ziilmesine biiyiikk katki
saglayacaktir.

Cok yillik, yabanci dollenen baklagil yembitkisi olan bu bitkide c¢esit
gelistirilmesi sentetik c¢esit 1slah1 yontemiyle yapilmaktadir. Bu ydntemde;
mubhtelif kaynaklardan saglanan populasyonlardan secilen bitkiler poly-cross testi
ile incelenir ve bu testler sonucu secilen klonlar birlikte yetistirilerek sentetik ¢esit
elde edilir. Ancak, her biri ¢ok sayidaki genler tarafindan kontrol edilen kantitatif
karakterlerin belirli bir g¢esitte toplanmasi, elde edilen bu ¢esitten tohum elde
edilmesi ve bu tohumun iireticiye iletilmesine kadar gecen siire ¢ok uzundur ve
yogun bir iggiicli ve paray1 gerektirir.

Son yillarda diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi, yembitkilerinin 1slahinda
da biyoteknolojik yontemler adi verilen tekniklerden yararlanarak, bu bitkilerin
1slah siirecinin kisaltilmasina yonelik yogun arastirmalar siirdiiriilmektedir.

Biyoteknolojik yontemler; arzu edilen genotiplerin ¢ok kisa siirede
cogaltilmalarina, klasik yoOntemlerle basarilamayan cinsler ve tiirler arasi
melezlerin elde edilmesine olanak saglayarak, cinsler ve tiirler arasi gen
transferine, ¢ok kisa siirede homozigot hatlarin elde edilmesine ve karakterleri
kontrol eden genlerin gen halinde bir organizmadan izole edilerek diger bir
organizmaya aktarilmasina olanak saglayarak, bitki 1slahinda islah siirecinin
kisaltilmasina katkida bulunabilmektedir (HATIPOGLU, 1999).

Biyoteknolojik yontemler yakin zamana kadar daha ¢ok bazi model
bitkilerde uygulanabilirken, giiniimiizde insan ve hayvan beslenmesinde biiyiik
Ooneme sahip bitkilere de uygulanabilmesi i¢in yogun cabalar siirmektedir. Bu
arastirmalar sonucu, biyoteknolojik yontemlerin bazilar1 giiniimiizde bazi kiiltiir
bitkilerinde basarili bir sekilde uygulanabilmis ve bu bitkilerin 1slah

programlarinda kullanilmaya baglanmistir. Bu tekniklerin yembitkilerinde de



kullanilmas1 amaciyla ozellikle 1980’11 yillardan beri yogun arastirmalar
stirdliriilmektedir. Bu arastirmalar sonucunda; Yoncada yonca mozaik viriisiine
dayaniklilik geni (HILL ve ark., 1991), tavuk albumin geni (SCHROEDER ve
ark., 1991) ve bezelye tohum proteini genlerinin (WANDELT ve ark., 1992)
transferi ile transgenik bitkilerin elde edilmesi basarilmistir. Korunga bitkisinde
de transgenik bitkilerin elde edilmesi basarilmistir (GOLDS ve ark., 1991). Elde
edilen bu basarili sonuclara karsilik; kiiltiir bitkilerinde biyoteknolojik
yontemlerin  kullanilmasi ile ilgili henliz bircok problem bulunmaktadir.
Herseyden once, bir tiirin belirli bir genotipinde basarili olmayabilmektedir.
Yani; biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasinda elde edilecek basar1 genotipik
bagimhilik gostermektedir. Ornegin; bir yonca genotipinde basari ile gen transferi
yapilabilmesine karsilik, diger bir genotipte bu basarilamamaktadir. S6z konusu
genotipte bu teknigin basarili olabilmesi i¢in, teknikte bu genotip i¢in bazi
uyarlamalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bitki 1slahinda yogun bir sekilde kullanilan biyoteknolojik yontemlerden
birisi de somatik embriyogenesisdir. Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar
somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir.

Somatik embriyogenesis ilk defa havug bitkisinin somatik dokularindan elde
edilmistir. Genel olarak somatik embriyo iiretimi i¢in ¢cok degisik bitki kisimlar
kullanilabilmektedir. Giliniimiizde bugday (MAES ve ark ., 1996), misir
(BRONSEMA, 1997; EMEKLIER ve ark., 1999), celtik (OZAWA ve
KOMAMINE, 1989), soya (HARTWECK ve ark ., 1988), bezelye (OZCAN
ark., 1993) ve yonca (LAI ve MCKERSIE, 1994) gibi birgok 6nemli kiiltiir
bitkisinde yiiksek oranda somatik embriyo iireten yontemler gelistirilmistir.

Somatik embriyogenesis bir¢ok bitki tiirtiniin, 6zellikle de orman agaglarinin
hizla klonal ¢ogaltilmasinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Teorik olarak tek bir
eksplant sinirsiz sayida somatik embriyo iiretebilir. Bu sinirsiz iiretim, anag
bitkiden alinan kisith miktardaki materyale bagl olan ¢elikle cogaltim karsisinda
cok biiyiik bir avantaja sahip olmaktir. Ozellikle, bir ¢ok bitki tiirii icin gelistirilen
hiicre siispansiyon teknikleriyle az bir is¢ilikle, cok kisa bir slirede ¢ok sayida iyi

gelismis embriyo elde etmek miimkiin olmaktadir (PARROTT ve ark., 1993).



Somatik embriyolarin déllenme sonucunda gelisen zigotik embriyolara gore
en Onemli Ustiinliikleri genetik agilmalarin olmamasidir. Somatik embriyolar,
kiiltiire alinan eksplantin somatik hiicrelerinden gelisirler ve eksplantin alindigi
bitkinin genotipini muhafaza ettirdiklerinden dolay1 klon olustururlar.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden sinirsiz sayida somatik embriyo iiretilmesi
arastiricilar1  ticari amacla kullanilabilecek mekanik ve otomatik kiiltiir
sistemlerinin gelistirilmesine yoneltmistir. Somatik embriyo kiiltiirleri, bitkilerin
hizli ¢ogaltilmas1 yaninda diger bazi Onemli Ozellikleri de tasimaktadirlar
(PARROT ve ark., 1993). Somatik embriyogenesis yoluyla olusan iiriin bir
embriyo olup, tohum igerisinde bulunan embriyonun bir benzeridir. Daha da
onemlisi somatik embriyolar tam bir bitki olusturabilme programina da sahiptirler.
Bu yilizden somatik embriyolar kaplanmis tohum olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptirler.

Somatik embriyolarin sentetik tohum olarak kullanimi biiyiik bir ekonomik
oneme sahip olabilir. Somatik embriyolar bitkinin somatik hiicrelerinden
gelistikleri i¢in zigotik embriyolardaki agilmalar olmamakta ve somatik
embriyolardan elde edilen sentetik tohumlardan cogaltma, klonal cogaltim
seklinde olmaktadir. Ulkemizde de yembitkileri 1slahinda agiklanan
biyoteknolojik yOntemlerden yararlanilabilmesi icin, yembitkisi tiirlerinde bu
tekniklerin uygulama prensiplerinin saptanmasima yonelik arastirmalarin
yapilmasi gerekmektedir. Bu gereksinim cer¢evesinde planlanan bu arastirmada,
yoncada (Medicago sativa L.) biyoteknolojik yontemlerin 6zellikle de somatik
embriyolarin kaplanmasi ile olusturulan suni tohum elde etme uygulamasinin
temellerini olusturmak {izere, degisik in vitro ¢ogaltma teknikleri ve somatik

embriyo iliretme olanaklari aragtirilmigtir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

SAUNDERS ve BINGHAM (1972), yoncada olgunlagmamis anter, ovari,
kotiledon, bogum aralart ve hipokotil segmentlerinden, BLAYDES (1996)
ortaminda kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu gerceklestirdiklerini, en
yiiksek rejenerasyonun 100 mg I inositol ve 2 mg I yeast ekstrakti
kombinasyonu ile saglanirken, kalluslarin bitkiye doniisiimiiniin bitki biiyiime
diizenleyicisi tipi ve kombinasyonlarina, ayrica donor bitkinin tipine bagli olarak
gerceklestigini ve elde edilen tiim rejeneratlarin donor bitkiler gibi tetraploid
olduklarinmi bildirmislerdir.

BINGHAM ve ark. (1975), steril kosullarda ¢imlendirilmis yonca
fidelerinden 3-5 mm uzunlugunda hipokotil segmentlerini izole ederek, 2 mg 1™
kinetin, 2 mg "' NAA ve 2 mg I"' 2,4-D iceren yar1 kat1 Blaydes ortaminda kiiltiir
ettiklerini, 28 giin sonunda olusan kalluslar;, 100 mg 1" inositol ve 2 g I"" difco
Bacto yeast ekstrakt iceren BLAYDES (1996) ortamina transfer ettiklerini, bir
aylik bir siire sonunda siirgiin vermeye baglayan kalluslari ayni ortamda alt
kiiltiire aldiklarin1 ve bu ortamda 2-4 hafta sonrasinda kokli bitkiler elde
ettiklerini bildirmislerdir.

WALKER ve SATO (1981), ortam bilesimindeki amonyum iyonlarin in
vitro’da yonca morfolojisi lizerinde kritik bir etkiye sahip oldugunu, somatik
embriyo {iretimi i¢in minimum 12.5 mM NH," iyonuna ihtiya¢ duyulurken, kok
tesekkiiliiniin 50 mM ve iizerindeki dozlarda engellendigini ve siirgiinlerin NH4"
bulunmayan ortamlara aktarilmalari durumunda kok gelisiminin basladigini, bu
nedenle in vitro gelisimin seyri iizerinde bitki biiyiime diizenleyicilerinin tek
baslarina degil NH," ile birlikte bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

MCKAY ve WALKER (1984), yoncada hiicre ve dokulardan ilk bitki
rejenerasyonunun 1972  yilinda SAUNDERS ve BINGHAM tarafindan
gergeklestirildigini, in-vitro kosullarda yonca doku ve hiicrelerinden somatik
embriyogenensis yoluyla bitki rejenerasyonunda; ortama ilave edilen oksinin

yapisal kalite ve kantitesi, ortama ilave edilen oksinin konsantrasyonu ve



rejenerasyon ortaminin diigiik azot icermesi gibi ii¢ faktoriin etkili oldugu
bildirilmektedir.

MROGINSKI ve KARTHA (1984), yonca siirgiin uglarindan bitki
rejenerasyonu i¢in en uygun ortamun 0.2 mg 1" NAA igeren B5 ortami oldugunu,
siirgiin uglarindan bitki rejenerasyon frekansmi etkileyen en onemli faktoriin,
stirglin ucunun bilyiikligi oldugunu, 2-4 mm uzunlugundaki siirgiin uglar kiiltiire
alindiginda bunlarin %80’inden rejenerat elde edildigini bildirmektedirler.

BROWN ve ATANASSOV (1985), farkli yonca tiirlerine ait 76 genotipi
kallus ve somatik embriyo iiretim kapasiteleri agisindan kiyasladiklari
caligmalarinda, stolonlu kok yapisina sahip yonca tiirlerinden Medicago
falcata’ya ait genotiplerin bu ozellikler bakimindan diger tiirlere kiyasla daha
istlin bir performans gosterdigini, yiiksek embriyogenik kapasiteli genotiplerde
bitkiye doniisiim oraninin da yiiksek oldugunu saptamislardir.

BAUCHAN (1987), Medicago sativa tiiriine ait gesitlerde 6nemli zararlara
yol acan bazi zararlilarin, kendine dollek ve tek yillik yoncalardan olan M.
scutellata tiirinde govde ve yapraklarindaki tiiyler dolayisiyla zarara yol
agmadigini, bu o6zelligin M .sativa’ya aktarilmasi g¢alismalarinda uyusmazlik
dolayistyla embriyo Oliimlerinin gozlendigi bildirmistir. Arastirici, dollenmeden
sonraki giinlerde, her iki tiire ait globular, kalp ve torpedo, donemlerindeki
embriyolar1 izole ederek, farkli konsantrasyonlarda 2,4-D, IAA, BAP ve Kinetin
iceren MS ile L-glutamin ve L-prolin igeren SH ortamlarinda kiiltliir etmis, M.
scutellata tiirtine ait kalp ve torpedo donemlerindeki embriyolarin 0.05 mg/l IAA
ve BAP iceren MS ortaminda 15-30 giin igerisinde bitkiye doniistiiklerini, M.
sativa tiiriinde ise en yiliksek tepkimenin 50 mM L-glutamin ilave edilmis SH
ortaminda saglandigini ve hem siirgiin hem de kok gelisiminin ayni ortamda
gerceklestigini tespit etmistir.

MEIJER ve BROWN (1987), yonca in vitro kiiltiirinde indiiksiyon
ortaminda embriyo tesekkiilii icin 5 mM amonyumun mutlak gerekli oldugunu,
10-20 mM diizeyinde amonyumun ise embriyolarin siirgiine doniigiimiinde
optimum doz olarak goézlendigini, ortamdaki amino asitlerin ise embriyo-siirgiin

déniisiimiinde olumsuz etki gosterebildigini, ancak 1-2 mg I"' casein hydrolizat



veya 4.4 mM glutamin ve 3.1 mM prolin kombinasyonlarinin olumsuz etkilerinin
olmadigint  saptamislardir.  Arastiricilar  diisik ya da yiiksek seker
konsantrasyonlarinin somatik embriyogenesisi engelleyici etkisinin oldugunu, bu
nedenle de doku kiiltiirii ¢alismalarinda genelde %3 sakkaroz konsantrasyonunun
kullanildigini bildirmislerdir.

WAN ve ark. (1988), tetraploid yonca (Medicago sativa L.)’da bitki
rejenerasyounun genetik mekanizmasini ortaya koymak amaci ile ytiriittiikleri
calismalarinda, toplam 72 bitkiden olusan 7 genotipi test ettiklerini, bunlardan
4’linlin rejenerasyon kabiliyetinin yiiksek, 3’liniin ise rejenere olmayan
genotiplerden olustugunu, yoncada petiollerden rejenerasyonun Rn3 ve Rn4
tamamlayict genlerinin etkisi altinda oldugunu, genlerin miktarlarinin da
rejenerasyonun etkinligi iizerinde Onemli role sahip oldugunu ve kallus
indiksiiyonu ile kallus rejenerasyonunun sitoplazmik faktorlerden etkilendigini
bildirmektedirler.

HERNANDEZ-FERNANDEZ ve CHRISTIE (1989), yoncada somatik
embriyogenik kapasitenin 2 gen lokusu tarafindan kontrol edildigini ve bunlarin
tekrarlamali seleksiyon veya geriye melezleme ile istenilen bireyde toplanmasinin
oldukea kolay oldugunu bildirmislerdir.

NOLAN ve ark. (1989), bir yillik yoncalardan olan Medicago truncatula
tiiriine ait bitkilerden, 2-5 mm boyutlarindaki yaprak eksplantlarmi farkli bitki
biliylime diizenleyicisi kombinasyonlar1 i¢ceren B5 ortaminda 4 asamali olarak
kiltiir ettiklerini, elde ettikleri rejeneratlardan aldiklar1 yaprak eksplantlari ile ayni
protokolii tekrarladiklarini, 1. uygulamada olusan kalluslarin % 11°1 ortalama 0.12
adet embriyo olustururken, 2. uygulamada % 93 oraninda kallusun ortalama 33.5
embriyo irettigini, bu nedenle rejenere olmus bitkilerin donor olarak
kullanilmalarinin somatik embriyogenesis agisindan daha etkili bir ydntem
oldugunu bildirmisleridir.

ANANDARAJAH ve MCKERSIE (1990), yonca somatik embriyolarindan
elde edilen fidelerin, tohumdan olusanlara kiyasla daha zayif olduklarini, bunlari
giiclendirmek amaci ile embriyo gelistirme ve olgunlastirma ortamlarinda seker

konsantrasyonlarint % 3’den % 6’ya ¢ikardiklarini ancak embriyo Kkalitesi



artarken sayisinda azalma meydana geldigini, maltoz’un ise gelisme ortaminda
sakkaroz’a kiyasla daha olumlu sonuglar verdigini saptamislardir.

ARCIONI ve ark. (1990), biyoteknolojik yoOntemlerin oldukca biiyiik
kazanimlar saglayip, klasik yonca islahina alternatif bir ¢izgi sunabilecegini,
somoklonal varyasyonla hastalik ve stres kosullarina dayanikli hatlar
secilebilirken, protoplast flizyonu ve embriyo kiiltiirii ile uyusmazlik engelinin
asilabilecegini, olgun ya da olgunlasmamis eksplantlarin kullanimi ile, donor
bitkilerin kisa siirede ¢ogaltiminin saglanabilecegini bildirmektedirler.

SUN ve ark. (1991), Medicago sativa bitkisinin petiollerini ya da steril
filizlerinin hipokotillerini 2,4-D ve kinetin iceren kati B5h ortaminda kiiltiire
alarak bol miktarda embriyogenik kalluslar iirettiklerini, 2,4-D igeren B5g sivi
stispansiyon ortaminda kaluslardan somatik embriyolar meydana geldigini, L-
prolin, amonyum siilfat ve potasyum nitrat iceren ayni ortamda somatik
embriyolar: alt kiiltiire aldiklarini, somatik embriyolardan % 3 sakkaroz, maya
ekstrakt1 ve askorbik asit iceren 2 SH ortaminda 20. giinde % 96 oraninda bitkiye
doniisiim gozlendigini, topraga aktarilan bitkilerin ise % 80 oraninda yasadigini
gozlemislerdir.

DENCHEV ve ark. (1991), Medicago sativa ve M. falcata tiirlerine ait
bitkilerden izole ettikleri yaprak pargaciklarini sivi B5 ortaminda kiiltiir ettikleri
calismalarinda, ortama PEG ilavesinin olusan embriyolarin globular dénemden
torpedo safhasina gegislerini tesvik ettigini bildirmislerdir.

KIELLY ve BOWLEY (1992), embriyonik kapasitesi yiiksek ve
embriyogenik olmayan yonca genotipleri arasinda yaptigi melezleme neticesinde,
somatik embriyogenesisin dominant bir karakter oldugunu ve iki gen lokusu
tarafindan kontrol edildigini saptamislardir.

MCELROY ve BROWN (1992), herhangi bir bitkinin in vitro
rejenerasyonundan koklendirilip topraga aktarilmasina kadar gegen siirenin
oldukca yogun bir isgiicii gerektirdigini ve her bir asamada kayiplarin s6z konusu
oldugunu, ayrica en yogun kayiplarin topraga aktarma asamasinda gozlendigini
bildirerek, yaptiklar1 calismalarinda, yonca petiol eksplantlarindan somatik

embriyolar elde ettiklerini, olugsan embriyolari, en altina kum iizerine kagit katman



10

ve en iste de agar ile katilastirilmis besi ortami enjekte edilmis olan biiyiitme
siselerinde kiiltiir ettiklerini, siirgiin ve kok gelisiminin oldukea iyi bir sekilde ve
birlikte tesekkiil ettigini ve bitkilerin direk bu ortamdan saksiya alindiklarini
bildirmislerdir.

NODALSKA (1992), Lupinus angustifolia, L. albus ve L. mutabilis
tirlerinde olgunlasmamis kotiledonlardan somatik embriyolar elde -ettiklerini
ancak L. luteus tiiriine ait bitkilerde bunun ger¢eklesmedigini, farkli besi ortamlari
ve bitki biiylime diizenleyicilerini birincil ve ikincil besi ortamlarinda denedigini,
en iyi sonucun B5 ortaminda 5 mg "' 2,4-D’nin tek veya 0.25 mg I"' kinetin ile
birlikte kullanilmas1 durumunda saglandigini, ABA ve yiiksek oranda NH4.NO;
iceren ortamlarda olgun somatik embriyolar elde ettigini embriyo ¢imlenmesi ve
gelisiminin  MS ortaminda glutamin veya GAj; ilavesiyle saglandigini
belirlemislerdir.

PUPILLI ve ark. (1992), farkl1 gelisme donemlerindeki yonca bitkilerine ait,
bitkinin degisik yerlerindeki bogum ekplantlarini kiiltiire aldiklar1 ¢aligmalarinda,
her bir bogumdan tek bir siirglin elde ettiklerini, siirgiin gelisiminin Ng-
isopentenyladenin tarafindan tesvik edildigini bildirirken, donor bitkinin yas1 ya
da bogum eksplantinin bitkideki pozisyonunun siirgiin gelisimi {lizerinde etkili
olmadigini saptamislardir.

ROY ve ark. (1992), adi miirdiimiik (Lathyrus sativus) kok eksplantlarini
kullanarak yaptiklar1 calismalarinda, kallus ve siirglin gelisiminin sadece 10.7 uM
NAA ve kallus asamasinda kinetinin arttirilan konsantrasyonlarinin (14 giin 0.9
uM ve 18 giin 1.4 pM) bulundugu MS besi ortaminda elde edilebildigini, olusan
stirgiinlerin 0.5 pM IBA ilave edilmis 2 MS ortaminda koklendirildiklerini ve
stirgiin eldesinin y1l boyu devam ettigini, ancak rejenerasyonu saglayan bitki
bliytime diizenleyicilerinin ¢ok spesifik ve sinirlt oldugunu bildirmislerdir.

LIU ve ark. (1993), Medicago sativa’nin kotiledon ve hipokotil
segmentlerini 2 mg 1" kinetin ve 0.5 mg "' 2,4-D eklenen LS ortaminda kiiltiire
alarak kallus iiretiklerini, embriyoidlerin siispansiyon kiiltiirde meydana geldigini,
adventif kok ve siirgiinlerin farklilasmis ortamda iiretildigini ve embriyogenesis

ve organogenesisin farkli asamalarinda toplam ¢oziilebilir proteinlerin SDS-
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PAGE ile ayrilarak c¢ikarildigini, farklilasmis kok ve siirgiinlerde MW ile
proteinlerin sirastyla 80 ve 110 kDa ¢iktigin1 bildirmislerdir.

HAMMAD ve PICCIONI (1993), iki yonca varyetesinde eksplant tipi ve
ortam igeriginin somatik embriyogenesis ve kallus iretiminde etkisini
arastirmislardir. Medicago sativa Eguipe ve Borel ¢esitlerinin 7 giinliik filizlerinin
yaprak, kok ve silirglin parcalarini, 6 farkli kiiltiir ortamina koyduklarini, tiim
ortamlarda kallus olustugu fakat, embriyo olusumu igin prolin ve glutamin
gerektigini bildirmislerdir.

OZCAN ve ark. (1993), Bezelye (Pisum sativum L.)’de hizli bir siirgiin
gelisimi ve somatik embriyogenesis temini saglamak amaci ile yaptiklar
calismalarinda kotiledon boyutu ve explantin besi ortami {izerine yerlesiminin fide
gelisimi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu, en yiiksek rejenerasyonun 7-8
mm uzunlugundaki yesilimsi kotiledonlarin kesik uglarmin ortamla temas
ettirilmesi durumunda elde edildigini, fidelerin % 80-90 oraninda kdklendigini ve
normal fertil bitkiler olusturduklarini, degistirilmis MS ortami igerisinde yiiksek
NAA (27-215uM) ve 2,4-D (23-181uM) konsantrasyonlarinda olgunlagsmamis
kotiledonlarin kiiltiir edilmeleri durumunda somatik embriyolar olustugunu
saptamiglardir.

PARROTT ve BAILEY (1993), 10.74 uM a-naftalen asetik asit, 11.42 uM
indole-3-asetik asit, ve 9.29 uM kinetin ilavesi ile hazirlanmis Blaydes ortaminda
kiiltiir edilen yaprak, petiol ve bogum arasi eksplantlarindan elde edilmis 300
yonca genotipine ait kallus Kkiiltiirlerinin B5 vitaminleri ile takviye edilmis
hormonsuz MS ortaminda kallus fazi olmaksizin yeni somatik embriyolarin
meydana geldigini, ortamdan sekerin c¢ikarilmasi durumunda yeni embriyo
olusumunun gergeklesmedigi ve glukoz, maltoz ve fruktoz’un sakkaroza kiyasla
daha etkin ikincil embriyo olusumu sagladigini, ortamda sakkaroz var iken
Nikotinik asit’in olmamasinin somatik embriyo i¢in Oliimciil etki gosterdigini
saptamiglardir.

YU ve PAULS (1993), yoncada somatik embriyogenesisi kontrol eden
genlere bagli RAPD markorlerini tanimlamak amaci ile embriyogenik ve

embriyogenik olmayan genotiplerle yapilan melezlerden elde edilen FI1
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popiilasyonunda yiiriittiikleri caligmalarinda, somatik embriyogenesis ile alakali
polimorfik bantlar elde ettiklerini, somatik embriyogenesis’in 2 dominant
tamamlayict gen tarafindan kontrol edildigini ve markdr’iin A lokusuna

baglandigini belirlemislerdir.

KRAIC ve ark. (1994), Medicago sativa cv. Lucia'nin yaprak, petiol ve sap
segmentlerinden GMK ortaminda (temel BS ortami + 8 mg kinetin + 8 mg 2,4-D,
0.5 mg NAA 1") kallus indiiksiyonu gergeklestigini, B5 ortanu + 0.2 mg 1" benzil
adenin fosfat ile olusturulan GMR ortaminda kalluslarda morfogenesis meydana
geldigini, yesil globular yapidaki kalluslardan siirgiinler ve kokler ya da yalnizca
stirgiinlerin olustugunu gozlemis ve GMR kdklenme ortaminin koklenmeyi tesvik
ettigini bildirilmislerdir.

DAVEY ve ark. (1994), KARTHA ve GAMBORG (1968)’un 0.2-0.3 mm
capindaki bezelye meristemlerini BAP ve NAA iceren B5 ortaminda kiiltiire
alarak, baklagillerde ilk basarili in vitro ¢ogaltmay1 gerceklestirdiklerini
bildirmislerdir.

LAI ve ark. (1994 a), yonca tohumlarina kiyasla somatik embriyolarinin
farkl1 karbonhidratlarin1 biinyelerinde biriktirdiklerini, olgun somatik embriyo
kalitesinin fide gelisimi lizerinde belirleyici oldugunu, embriyo boyutlari, depo
proteinleri ve serbest amino asit miktar: ile aralarinda korelasyon oldugu ancak
nigasta ile bulunmadigini saptamiglardir.

LAI ve ark. (1994 b), olusan fidelerin zayif olmasinin yoncada suni tohum
teknolojisinin kullanimini sinirlandirict bir faktor oldugunu, yavas biiylime ve
gelismenin depo proteinlerinin somatik embriyoda birikiminin az olmasindan
kaynaklanabilecegini bildirerek yaptiklar1 ¢alismalarinda, stlfiiriin  somatik
embriyo gelismesinde dnemli bir bilesen oldugunu tespit etmislerdir.

KEPCZYNKI ve ark. (1995), Medicago sativa L. tiirinde somatik
embriyogenesis iizerine Ja-Me (metil jasmonate) ve ABA (absisik asit)’nin etkisi
lizerine yaptiklar1 calismada, SH besi ortaminda petiol eksplantlarint kiiltiir
ettiklerini, ortama ilave edilen Ja-Me ve ABA’nin Medicago sativa’da somatik

embriyogenesis ve kallus gelisimini engelledigini saptamiglardir.
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RAMOGLONI ve ark. (1996), pampenea isimli bir yonca ¢esidinden elde
edilen R11 genotipinde yaprak segmentlerini 6 farkli ortamda kiiltiir ettiklerini,
somatik embriyo iiretimi agisindan en iyi uygulamanin, ekplantlarin 10uM 2,4-D
ve 4,6 uM kinetin ilave edilmis MS besi ortaminda kiiltlir edilmeleri sonrasinda
10-20 mM NH," ve 30 mM prolin iceren MS ortamina transfer etmek oldugunu,
bu sekilde yaptiklar1 uygulama neticesinde petri bagina 500’iin iizerinde somatik
embriyo elde ettiklerini ve olusan somatik embriyolardan MS veya 2 MS
ortaminda, donor bitkilerden farklilik gdstermeyen rejeneratlar elde ettiklerini
bildirmektedirler.

OZCAN ve ark. (1996), Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.)’da
olgunlagsmamis kotiledon ve embriyo taslaklarini, ¢esitli konsantrasyonlarda BAP
ve NAA igeren MS ortaminda kiltiir ettiklerini ve en yiiksek bitki
rejenerasyonunun 0.5 mg 17 BAP ve 2 mg 1" NAA iceren ortamindaki kallus
olusumundan sonra gerceklestigini, olgunlasmamis embriyo taslaklarinin
kotiledonlardan daha yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip oldugunu bununla
beraber fide uzamasinin en iyi kotiledonlardan elde edildigini, rejenere olan
siirgiinleri 2 MS ortaminda 1 mg 1" IBA veya 1 mg I NAA ilavesiyle
koklendirdiklerini bildirmislerdir.

OZGEN ve ark. (1997), in vitro kosullarda yonca (Medicago sativa L.)
cesitlerinin hizli cogaltimi i¢in yaptiklar ¢alismada, “El¢i” ve “Mesa-Sirsa” yonca
cesitlerinde ¢imlendirme ile elde edilen fidelerden alinan sapgiklarda, in vitro
kosullarda siirgiin olusumu sagladiklarini bildirmislerdir. Sapgiklarin farkl
konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MS ortaminda biiyiitiildiigi, siirgiin
sayismnin, “El¢i” ¢esidinde en fazla 2 mg I" BAP ve 0.2 mg I' NAA; “Mesa-
Sirsa” cesidinde ise, 1 mg I" BAP ve 0.2 mg "' NAA igeren kiiltiir ortamlarinda
oldugu belirtilmistir. Her iki cesitte de, ortalama sap uzunlugunun 2 mg 1" BAP
ve 0.2 mg I"" NAA igeren kiiltiir ortaminda énemli bir sekilde daha fazla elde
edildigini, kiiltiir ortamina ilave edilen IBA oraninin artirtlmasi ile koklenme
miktarinin % 80-90 oranina ulastig1 ve ¢esitlerde farkli IBA konsantrasyonlarinin
her bir siirgiinde olusan kok sayisin1 6nemli miktarda etkiledigi, fakat her bir

siirglinde olusan kok uzunlugunda IBA konsantrasyonlarinin bir etkisi olmadigi
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bildirilmistir. Bununla beraber, “El¢i” ¢esidinin her bir kdk uzunlugunun “Mesa-
Sirsa” ¢esidinden daha fazla bulundugu ve kiiltiir ortaminda {iretilen siirgiinlerde
somatik kromozom sayilarmin degismedigini gozlemislerdir.

ZAGORSKA ve ark. (1997), yoncada anter kiiltiirii yolu ile haploid bireyler
elde etmenin ¢ok zor oldugunu belirttikleri ¢caligmalarinda, ¢cok sayida genotip,
ortam ve 30’un tizerinde hormon kombinasyonu denediklerini, en yiiksek kallus
indiiksiyonunun (%76) Blaydes ortaminda 9.29 uM kinetin, 9.05 uM 2,4-D, 10.74
uM NAA kombinasyonu ile saglandigini, yine Blaydes ortaminda ve 2 mg 1™
zeatin, 500 mg 1" inositol ve 2 mg I"' yeast ekstrakti ilavesi ile, % 15.2-12.8
oranlarinda rejenere olan bitkilerde haploid, dihaploid ve mixoploid bireylere
rastlandigini bildirmislerdir.

MCLEAN ve NOWAK (1998), ¢ayir li¢giiliinde somatik embriyogenesis’in
kalitim ile ilgili yiirtittiikleri ¢calismalarinda, hipokotil eksplantindan elde edilen
bitkiciklerin epikotil orijinlilere kiyasla oldukga yiiksek in vitro rejenerasyon
kabiliyetine sahip olduklarini, bunlar arasinda yapilan melezlemeler sonucunda
F1, F2 ve BCI1 popiilasyonlarinda yaptiklar1 incelemelerde rejenerasyon
kabiliyetinin 2 tamamlayici genin kontroliinde oldugunu saptamislardir.

KIM ve ark. (1999), dort farkli yonca cesidinde kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu i¢in yaptiklar1 ¢alismada bu dort kiiltiir arasinda Vernal cinsinde
bitki rejenerasyonu ve kallus formasyonunun yiiksek oldugunu goézlemislerdir.
Ayrica SH, MS ve N6 ortamlarindan SH ortaminin bitki rejenerasyonu ve kallus
formasyonu i¢in en uygun ortam oldugunu, kallus olusumu i¢in SH besi ortamina
3 mg 1" 2,4-D eklendigini bildirmislerdir.

LAKSHMANAN ve TAJI (2000), inceledikleri baklagillerin biiyiik
cogunlugunda chlorophenoxyasetik asit ve thidiazuron gibi yeni biiyiime
diizenleyicilerinin somatik emriyolardan yiiksek oranda direk rejenerasyon elde
edilmesi konusunda biiyiik avantajlar saglayabildigini, ancak diisiik orandaki
embriyo iretimi, ¢imlenme ve somatik embriyodan bitkiye doniisiimiin zayif
olmasi ile yiikksek orandaki somaklonal varyasyonlarin halen baklagillerde
somatik  embriyogenesisin  kullanimimi  kisitlayic1  faktorler  oldugunu

bildirmislerdir.
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CELIKTAS (2001), Onobrychis sativa L. bitkisinde genotip, eksplant, oksin
ve sitokinin ¢esit ve konsantrasyonlarmin in Vitro rejenerasyon tizerindeki
etkilerini inceledigi calismasinda, incelenen tiim Ozellikler agisindan siirgiin
ucunun en etkin eksplant kaynagi oldugunu, kallus indiiksiyonu agisindan 1 mg 1™
2,4-D en etkin bulunurken, siirgiin olusumu agisindan Img 1! NAA + 0.3 mg I
BAP kombinasyonunun optimum oldugunu, 2 mg I IBA’nin ise koklendirme
icin ideal bulundugunu bildirmistir.

NEVES ve ark. (2001), farkli Medicago truncatula genotiplerinin in vitro
muhafazasi amaci ile 9.3 uM zeatin, 2.22 uM BAP ya da 4.5 uM thidiazuron
eklenen MS ortaminda kotiledonlardan siirgiin ¢ogaltmislar, cogaltilan siirgiinleri
bliylime diizenleyicisi igermeyen ortamda gelistirmiglerdir. Mikro siirgiinlerin
koklenmesinin  kullanilan = sitokinine bagli oldugunu ve koklerin zeatin
muamelesine dayanikli oldugunu saptamiglardir.

GALLEGO ve ark. (2001), Medicago arborea’nin somatik embriyolarinin
verimli lretimi ic¢in kotiledon, hipokotil, petiol ve yaprak gibi eksplantlar
kullanilarak etkili bir bitki rejenerasyon sistemi gelistirmiglerdir. Kullanilan en
uygun somatik embriyogenesis kaynaginin iki basamakli bir protokol oldugu
saptanmigstir. Eksplantlar 16 saat fotoperiyotta iki ay 9 uM kinetin ve 9 uM 2.,4-D
iceren MS ortaminda inkiibe edilmis, bunu takiben 2.25 pM 2.4-D igeren
kinetinsiz MS ortamina transfer edilmislerdir. Kiiltiiriin ikinci basamaginda oksin
miktarini azaltmanin (2.25uM) ve sitokinin yerini degistirmenin somatik embriyo
iretiminin arttirllmasinda uygun olmadig1 belirtilmistir. En iyi eksplantin
kotiledon ve petioller oldugu tespit edilmistir (petiol kiiltiirlinde 3 ayda somatik
embriyolarin olusum miktar1 18 + 0.70 arasindadir). Somatik embriyolar S5uM
indolbutirik asit iceren temel MS ortaminda kiiltiire alindiklar1 zaman normal
bitkicikler olustugunu (8 + %0.89), kiiltiir ortaminda thidiazuron kullanildig1
zaman somatik embriyo olusmadigi saptanmustir.  2.25uM  2,4-D’nin
konsantrasyonu azaltildiginda ve ortamdan BA uzaklastirildiginda petiol eksplanti
ve BA kullanildiginda kiiltiiriin ikinci asamasinda embriyogenesisin gergeklestigi

belirtilmistir.
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TIAN ve ark. (2002), embriyogenik kalluslarin BSh ve SH4K olmak iizere
iki indiiksiyon ortaminda meydana geldigini belirtmislerdir B5 ortaminda
meydana gelen ve muhafaza edilen kalluslar alt kiiltiir siiresince embriyogenik
kapasitelerini ¢abuk kaybederlerken, SH4K ortaminda muhafaza siiresince kallus
yiginlar1 diizgiin bir biiylime gostermistir. SH4K ortaminda olusan embriyolar
yiiksek ¢imlenme gostermistir ve gelisen embriyolardan normal ve tam fertil
bitkiler meydana gelmistir.

RUDUS ve ark. (2002), gibberellin biyosentezini engelleyen igsel GAj
(Giberellik asit) ve paclobutrozolun’nun Medicago sativa L.’nin petiollerinden
kallus ve somatik embriyogenesis olusumu iizerindeki etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, GAs’lin somatik embriyo miktarini arttirirken kallus agirligini ise
azalttigr Dbelirtilmistir. Somatik embriyo {iretiminin indiiksiyon ortamindan
farklilasmada i¢sel GAs’lin varhifiyla daha da arttigi gozlenmistir. Farklilasma
yada indiiksiyon ortamina paclobutrazolun katilmasi embriyo iiretimi ve kallus
gelisimini engellemistir. Kallus indiiksiyonu ve gelisimi i¢in i¢sel gibberellin
seviyesinin yeterli oldugu bununla beraber 6zellikle embriyolarin farklilagmasi
i¢in yeterli olmadig1 bildirilmistir.

MANDAL ve GUPTA (2003), aspir bitkisinde kotiledon explantlarindan
somatik embriyogenesis olusumuna oksin ¢esidi ve konsantrasyonlarinin etkisini
inceledikleri calismada embriyogenik frekansin oksin konsantrasyonuna ve tipine
bagl oldugunu bildirmislerdir. 10.74 uM (2 mg 1) NAA’in yiiksek somatik
embriyo miktart i¢in optimum oldugu, 5.37uM (1 mg I'") NAA+2,22 uM (0,5 mg
I"") BA ile kotiledon eksplantindan somatik embriyo gelisimininin maksimum
miktarda oldugu belirtilmistir. Histolojik caligsmalarda, kotiledonun adaksial
epidermisinden somatik embriyolarin tek hiicre orijinli gelistigi saptanmustir.

MOHAMED ve ark. (2004), Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc.
bitkisinin slispansiyon kiiltiiriinde somatik embriyogenesis vasitasiyla bitkilerin in
vitro rejenerasyonunu sagladiklar ¢aligmada, embriyogenik kalluslarin 9 uM 2,4-
D igeren kat1 MS ortaminda yaprak segmentlerinden meydana geldigini ve bu
embriyogenik kalluslarin 2,4-D iceren s1tvi MS ortamina aktirildiklarinda somatik

embriyolarin farklilastigini bildirmislerdir. 7.9 pM 2,4-D eklenen MS ortaminda
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somatik embriyolarin maksimum frekansa (%33.2) ulastiklarin1 gozlemislerdir.
Kotiledon-torpedo bicimli embriyolar ¢imlenme ve olgunlasma i¢in biiyiime
diizenleyicisi i¢ermeyen sivi MS ortamina aktarildiklar1 ve bunlarin yaklasik
%35’inin ¢imlendigi, ayrica kati MS ortaminda daha fazla gelistikleri, ayni
zamanda somatik embriyolarin indiiksiyonunda ve ¢imlenmesinde oksin,
sitokinin, karbonhidrat, aminoasit varyasyonlarinin etkili oldugunu, ortama
eklenen 7.9 uM 2,4-D, % 3 sukroz, 4 mg/l glutamin ve 1uM absisik asitin yiiksek
frekansda somatik embriyo eldesinde ve ayni1 zamanda gelisimde etkili oldugunu

bildirmislerdir.



3. MATERYAL VE METOT

Farkli oksin cesitleri kullanilarak yonca’da somatik embriyolar iiretmek
amaciyla, 2003-2005 yillar1 arasinda yiiriitilen bu arastirma, Mustafa Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Hiicre ve Doku Kiiltiirii

Laboratuarinda yiiriitilmiistiir.

3.1. Materyal

Arastirmada somatik embriyo elde edebilmek amaci ile laboratuarda in vitro
fide (donor bitki olarak kullanilmak iizere) yetistirmek i¢in ¢imlendirilen Elgi
yonca (Medicago sativa L.) gesidine ait tohumlar, Cukurova Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Déner Sermaye Isletmesinin 2003 yil1 iiriiniinden temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Donor Bitkilerin Yetistirilmesi

El¢i yonca ¢esidine ait tohumlar arasindan saglikli olanlar secilerek yiizey
sterlizasyonlar1 yapilmis ve biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS (MURASHIGE
ve SKOOG, 1962) besi ortaminda ¢imlendirilmistir.

3.2.2. Deneme Plani

Arastirmada; temel besi ortam1 olarak SCHENK & HILDEBRANDT (1972)
ortami1 (SH) kullanilmistir. Bu ortamda dort farkli oksin ¢esidi; 2,4-D (2,4
Diklorofenoksi asetik asit), NAA (naftalen asetik asit), pikloram (4- amino-3,5,6-
trikloropiklonik asit) ve dicamba (3,6 dikloro-2metoxibenzoikasit)’nin yonca
bitkisinde hipokotil ve kotiledon segmentlerinden kallus ve somatik embriyo

olusumuna etkisi incelenmistir.
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Arastirma tesadiif parselleri deneme desenine gore diizenlenmis olup, ana
parselleri oksin c¢esitleri olusturmustur. Her uygulama kombinasyonu on kez

tekrarlanmugtir.

3.2.3. Kullanilan Besi Ortamlari ve Besi Ortaminin Hazirlamasi

3.2.3.1. In vitro Fide Yetistirme Ortami
Arastirmada kullanilacak olan donor bitkileri yetistirmek amaci ile Elgi
yoncasi tohumlar1 biiylime diizenleyicisi icermeyen MURASHIGE ve SKOOG

(1962) besi ortamina ekilmistir. Bu ortamin igerigi Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

3.2.3.2. Kallus Indiiksiyon Ortam

Arastirmada elde edilen fidelerden izole edilen eksplantlar, temel besi ortami
olarak kullanilan SCHENK & HILDEBRANDT (1972) ortaminda kiiltiir

edilmislerdir. Bu ortamin igerigi Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

3.2.3.3. Siv1 Siispansiyon Kiiltiir Ortami

SH besi ortaminda elde edilen embriyogenik kalluslar somatik embriyo
olusumunu tesvik etmek amaci ile BS (GAMBORG et. al, 1968) ortaminda kiiltiir

edilmislerdir. Bu ortamin igerigi Cizelge 3.3°de gosterilmistir.

3.2.3.4. Embriyo Gelistirme Ortami

Siv1 siispansiyon Kkiiltiirleri igerisinde olusan pro-embriyogenik yapilar
biiyiime diizenleyicisi igermeyen BOI2Y (BINGHAM et al., 1975) embriyo
gelistirme ortamina aktarilmigtir. Bu ortamin bilesimi  Cizelge 3.4’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1 In vitro Fide Yetistirme Amaci ile Kullanilan MS Besi Ortaminin

Bilesimi
Makro Elementler Konsantrasyon (mg B
MgSO, 7TH,0 370
KH,PO4 170
KNO; 1900
NH4NO; 1650
CaCl, 2H,0 440
Mikro elementler
H;BO; 6.2
MnSO4H,O 15.6
ZnS0O47H,0 8.6
Na,Mo042H,0 0.25
CuSO45H,0 0.025
CoCl, 6H,O 0.025
KI 0.83
FeSO47H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
Organik Maddeler
Thiamine HCI 0.1
Pyridoxine HCl 0.5
Nikotinik asit 0.5
Myo-inositol 100
Sakkaroz 30000
Agar 8000

pH 5.8
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Cizelge 3.2. Arastirmada Kullanilan SH Kallus Indiiksiyon Ortaminin Bilesimi

Makro Elementler Konsantrasyon (mg 1)
NH4H,PO4 300
KNO; 2500
CaCl, 2H,0 200
MgSO4 7H,0 400
K,S04 4350
Mikro elementler

KI 1
H;BO; 5
MnSO4 H,O 10
ZnS0O4 7H,0 1
Na,MoO4 2H,0 0.1
CuSO4 5H,0 0.2
CoCl, 6H,O 0.1
Na,EDTA 20
FeSO,4 7TH,O 15
Vitaminler

Myo- inositol 200
Nikotinik asit 5
Pyridoxine HCl 0.5
Thiamine HCI 5
Oksin

2,4-D/ NAA/ Dicamba/ Picloram 1
Sitokinin

Kinetin 0.2
Diger

Sakkaroz 30000
Agar 6000

pH 5.8




Cizelge 3.3. Arastirmada Kullanilan B5 Sivi Siispansiyon Kiiltliir Ortaminin

Bilesimi

Makro Elementler

Konsantrasyon (mg 1)

KNO;

CaCl, 2H,0
MgSO4 7H,0
(NHay)2 SO4
NaH,PO4 H,O
Mikro elementler
KI

H;BO;

MnSO4 H,O
ZnSO4 TH,0
Na;MoO4 2H,0
CuSO,4 5H,O
CoCl, 6H,O
NaFe EDTA
Vitaminler
Myo-inositol
Nikotinik asit
Pyridoxine HCl

Thiamine HCI

Oksin

2,4-D/ NAA/ Dicamba/ Picloram
Diger

Sakkaroz

pH

2500
150
250
134
150

0.75

10

0.25

0.025

0.025

43

100

10

20000
5.5
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Cizelge 3.4. Arastirmada Kullanilan BOI2Y Embriyo Gelistirme Ortaminin

Bilesimi
Makro Elementler Konsantrasyon (mg 1)
NH4NO; 1000
KCl 65
KNO; 1000
Ca(NOs), 347
MgSO4 7TH,0 35
KH,PO,4 300
Mikro Elementler
KI 0.8
H;BO; 1.6
MnSO,4 H,O 4.4
ZnS0O4 TH,0 1.5
NaFeEDTA 32
Amino Asit
Glycine 2
Vitaminler
My-inositol 100
Nikotinik asit 0.5
Pyridoxine HCl 0.1
Thiamine HCI 0.1
Diger
Sucrose 50000
Yeast Ekstrakt 2000
Agar 6000

pH 5.8
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Arastirmada kullanilan besi ortamlarinin tamaminda, birim hacimde
bulunmasi gerekli bir ok maddenin miktarlarinin diisiik olmasi ve bu maddelerin
teker teker tartilarak hazirlanmasi biiylik zaman kaybina neden olacagindan besi
ortamint olusturan Ogelerin stok soliisyonlar1 hazirlanmistir (HATIPOGLU,

1999).

3.2.3.5. Makro ve Mikro Elementlerin Stok Soliisyonlarinin

Hazirlanmasi

Besi ortamlarinda bulunmasi gerekli olan KI, CoCl,. 6H,O, CuSO4. 5H,0,
Na;MoOQOy4. 2H,0 ve jelat (FeSOs. 7H,O ve Na,EDTA) disindaki bilesenlerin
litrede bulunmasi gerekli olan miktarlarinin 10 kat1 hassas terazide tartilmustir.
Kimyasallar, manyetik karistirici iizerine yerlestirilmis, igerisinde 200 ml bidestile
su bulunan 2 litrelik cam behere sirasiyla ilave edilmistir. Karigimi olusturan
elementler iyice ¢oziindiikten sonra, karisimin hacmi 1 litreye tamamlanmis ve
her biri 150 ml olan, 10 adet plastik stok kabma 100" er ml paylastirilmistir.
Kaplarin tlizerine yapistirilan etiketlere besi ortaminin adi ve ortamin yapilis tarihi
yazilarak derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Besi ortaminda daha diisiik konsantrasyonlarda bulunan mikro elementlerin
ise (KI, CoCl,.H,0, CuS04.5H,0 ve Na,M004.2H,0) ise ayr1 ayri stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. S6z konusu mikro elementlerin her birisi standart besi ortaminda
olmas1 gereken miktarmin 100 kat1 olacak sekilde hassas terazide tartilmis ve
bidestile su iceren behere ilave edilerek manyetik karistiricida ¢oziinmesi
saglanmigtir. S6z konusu element tamamen ¢oziindiikten sonra karigimin hacmi
100 ml’ye tamamlanmis ve koyu renkli cam stok sisesine konularak buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Hazirlanacak her bir litre besi ortami i¢in bu stok ¢ozeltilerin

bir adedi kullanilmustir.
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3.2.3.6 Jelat (FeSO4.7H,0 ve Na,EDTA) Hazirlanmasi

7,45 gr Na,EDTA bir megnetik karistirici {izerine yerlestirilmis 1 litrelik
erlen-mayer kabinda 200 cc bidestile su icinde eritilmis ve eriyik 90 °C' ye kadar
isitilmastir. Sicaklik belirtilen diizeye eristiginde ¢ozeltiye 5,57 g FeSO, ilave
edilmis ve iyice karistirllmistir. Daha sonra karisimin sicakligi oda sicakligina
erisinceye kadar sogutulmus ve karistm hacmi 1 litreye tamamlanmistir.

Hazirlanan jelat koyu renkli pyrex cam sise i¢cinde muhafaza edilmistir.

3.2.3.7. Vitamin Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Besi ortaminda bulunan Thiamin HCL, Pyridoxine HCI, Nikotinik asit
vitaminlerinin 100 mg"1 hassas terazide tartilarak 20-30 ml bidestile suda
¢oziildiikten sonra hacim 100 ml'ye tamamlanmis ve koyu renkli pyrex cam

sigeler icinde buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.3.8. Bilyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Besi ortami i¢in gerekli olan oksin grubu biiylime diizenleyicilerinden 2,4-D
(2,4 Diklorofenoksi asetik asit), NAA (naftalen asetik asit), pikloram (4- amino-
3,5,6- trikloropiklonik asit) ve Dicamba (3,6 dikloro-2metoxibenzoikasit) ile
sitokinin grubu biiyliime diizenleyicilerinden Kinetin’nin stok soliisyonlari,
vitaminlerin stok ¢dzeltisi gibi hazirlanmistir. Biiylime diizenleyicilerinin her
birinin 100 mg'1 6nce birka¢ damla KOH i¢inde ¢oziildiikten sonra hacim 100
ml'ye tamamlanmis ve koyu renkli pyrex cam siseler iginde buzdolabinda

muhafaza edilmistir.
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3.2.3.9. Stok Soliisyonlardan Yararlanarak Besi Ortamimin

Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan besi ortaminin hazirlanmasi i¢in asagidaki yontem
1zlenmistir.

Karisim I

100 ml'lik makro ve mikro element stok soliisyonu manyetik karistirict
tizerinde bulunan 1 litrelik pyrex erlenmayer kabina bosaltilarak iyice karistirilmig
ve karisima stok soliisyonunda bulunmayan mikro elementlerin gerekli miktarlari
stok soliisyonlarindan ilave edilmistir. Karisimin hacmi bidestile su ile 800 ml'ye
tamamlanmistir. 800 ml'ye tamamlanan karisimin pH'st IN KOH ve HCI
cozeltilerinin yardimiyla 5.8'e getirilmistir. Karisim dort esit paragaya ayrilmis ve
her parca 250 ml'lik pyrex siseye doldurulmustur. Her siseye 1,5 gr agar (6 g I'")
ilave edilmis ve siselerin agizlar1 kapatildiktan sonra aliiminyum kagitla
sartlmistir. Siseler i¢indeki karisim I Otoklavda 121 °C ve 1,2 bar basing altinda

15 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Karisim 11

Icerisinde 50 ml bidestile su bulunan ve bir manyetik karistirict iizerine
yerlestirilmis olan 250 ml'lik pyrex erlenmayer kabi icine SH besi ortaminda
bulunmasi gerekli olan 30000 mg sakkaroz ilave edilip iyice karistirildiktan sonra
200 mg Myo-inositol, 5 mg I"" Thiamin. HCL, 5 mg 1" Nicotinic Asit, 0.5 mg 1!
Pyridoxine HCI ve 0.2 mg I"' Kinetin ilave edilmistir. Karisim hacmi bidestile su
ile 160 ml'ye tamamlandiktan sonra, karisim dort esit pargaya ayrilmistir. Her
parcaya 1 mg I' 2,4-D, NAA, Dicamba veya Pikloram ilave edildikten sonra,
karisim hacmi bidestile su ile 50 ml'ye tamamlanmistir. Karigim II varyantlarinin
pH'lar1 ayr1 ayr1 5.8'e ayarlanmigtir. Daha sonra Karigim II varyantlart steril kabin
icinde vakum filtrasyon sistemi yardimi ile, 0.3 pm por agikligina sahip membran
filtre yardimi ile nuge erleni igerisine filtre edilmistir. Soguk filtrasyondan

gecirilen ¢ozelti steril pyrex sise icerisine alinmustir.
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Otoklavdan ¢ikarilan karisim I steril kabin i¢inde bulunan bir manyetik
karistiric1 tlizerine yerlestirilmistir. Karisimin sicakligi 60-70 °C ye diistiigiinde
karisim II karisim I in iizerine ilave edilerek iyice karistirilmistir. Hazir hale gelen
besi ortam1 varyantlart steril kabin icinde steril kiiltiir kaplarina steril pipet
yardimiyla doldurulmustur. Kiiltiir kaplar1 i¢indeki besi ortaminin sicakligi oda
sicakligina diistiiglinde icerisi alkol ile sterlize edilmis, vakum kapakli plastik
saklama kaplar1 i¢ine konulmus ve kullanilincaya kadar 10 °C de muhafaza
edilmistir.

Aragtirmanin farkli asamalarinda kullanilan farkli besi ortamlar1 genel
olarak bu prensipler dogrultusunda hazirlanmistir. Ancak In vitro fide yetistirme
icin hazirlanan MS besi ortaminda, ortamin tiim bilesenleri gerektigi miktarlarda
birlestirilip pH’s1 ayarlandiktan sonra organik ve inorganik kismin tamami
otoklav sterlizasyonuna tabi tutulmustur. Sterlizasyon sonrasinda besi ortami steril
kabin icinde steril magenta kaplarina esit olarak paylastirilmistir.

Siv1 silispansiyon kiiltiir ortaminda ise ortamin tiim bilesenleri gerektigi
miktarlarda birlestirildikten sonra pH gereken degere ayarlanmig, 60 mm
yuksekligindeki cam magentalara esit miktarlarda paylastirilmis ve bu sekilde

otoklavda sterlize edilmistir.

3.2.4. Yiizey Sterlizasyonu ve In vitro Fide Yetistirilmesi

El¢i yonca tohumlarindan saglikli olanlar segilerek, agz1 vakum kapakl bir
sise icerisine alinmis ve ¢esme suyu ile calkalanip suyu siiziilmiistiir. Daha sonra
steril kabin icerisine alinmis olan tohumlar 6nce % 96' lik alkol ile 2 dakika,
sonrada litresine 23 damla Tween-20 ilave edilmis olan, % 20'lik sodium
hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika siire ile sterilize edilmistir. Tohumlar 4 kez steril
destile su ile yikanarak durulanmistir. Steril tohumlar otoklavda steril hale
getirilmis olan filtre kagitlar1 iizerine almmis ve kurulanmistir. Tohumlar,
icerisinde 100 ml., biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortami bulunan

77x77x77 mm boyutlarindaki plastik magentalara her bir kiiltiir kabina 50 tohum
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olacak sekilde ekilmistir. Besi ortamina ekilen tohumlar 26 °C ve %70 nem

diizeyine ayarlanmis iklim dolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.5. Eksplantlarin Alinmasi ve In vitro Kiiltiirii

MS besi ortamina ekilen tohumlardan ¢imlenen 6 giinliik fideler (Sekil 3.1),
steril kabin icerisinde bir bistiiri yardimi ile kotiledon ve hipokotil segmentlerine
ayrilmistir (Sekil 3.2). Hipokotil segmentleri 0.5 mm boyutlarinda kesilirken
kotiledon yapraklar ise ortadan 2 pargaya béliinmiislerdir. Izole edilen eksplantlar
4 farkl oksin igeren SH besi ortaminda kiiltiir edilmistir. Kotiledon segmentleri
kesim bdlgeleri besi ortamina girecek sekilde yerlestirilirken, hipokotil
eksplantlar ise uzunlamasina yatik olarak kiiltiir edilmislerdir. Etrafi parafilm ile
sarilan 60x15 mm boyutlarindaki kiltiir kaplart (petri) {izerlerine kombinasyon,
kiiltiir tarihi ve tekerriir numarasi bilgileri de yazildiktan sonra 26 °C sicaklik ve

%70 nem diizeyine ayarlanmis iklim dolabinda inkiibe edilmistir.

Sekil 3.1. Plastik Magenta Kutularinda MS Besi Ortaminda Cimlendirilen 6
Ginliik Yonca Fideleri.
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Sekil 3.2. In vitro’da Cimlendirilmis Fide ve Kiiltiir edilen Eksplantlar.
3.2.6. Kallus Indiiksiyonu
Iklim dolabma yerlestirilen kiiltiirler periyodik olarak binokiiler altinda

incelenmis ve kallus olusum fazi1 sona erdiginde, her petri kutusunda kallus

olusturan segmentler sayilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Kiiltiir Baslangicindan 5 Hafta Sonra Hipokotil Eksplantindan SH
Ortaminda Gelisen Embriyogenik Kallus.
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3.2.7. Siv1 Siispansiyon Kiiltiirii / Somatik Embriyo Olusumu

Oransal hesaplamalar1 yapilip kallus agirliklari alinmig olan embriyogenik
kalluslarin somatik embriyoya doniistimlerini tesvik etmek amaci ile sivi B5S
stispansiyon kiiltiir ortamina aktarilmistir. Biiyilitme siseleri i¢indeki sivi kiiltlirler
120 rpm ¢alkalama hizina ayarh ¢alkalayici {izerine yerlestirilmis ve indirekt 151k

kosullarinda 26 °C sicaklikta muhafaza edilmislerdir (Sekil 3.4).

& Heidolph unimax zo10

Sekil 3.4. Calkalayici Uzerinde Sivi Kiiltiir (BS Ortaminda).

S1vi besi ortaminda 3-5 haftalik kiiltiir siiresi sonunda embriyoidler igeren
materyal siiziilmistlir (Sekil 3.5). Bu amagla sterlize edilen siizge¢ iizerine
delikler agilmus steril filtre kagitlar1 kullanilmistir. Sivi kiiltiir i¢indeki materyalle
birlikte bosaltilmis, lizerine steril bidestile su dokiilerek yikanmis ve siiziildiikten
sonra baska bir filtre kagid1 lizerinde 2 dakika siire ile kurumasi beklenmistir

(Sekil 3.6).



31

Sekil 3.5. Farkli Asamalarda Somatik Embriyolar Igeren Sivi Kiiltiiriin Steril

Bidestile Su ile Yikanip Siizlilmesi.
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Sekil 3.6. Yikanmis ve Siiziilmiis Materyalin Steril Filtre Kagidi Uzerinde

Kurutulmasi.

3.2.8. Somatik Embriyo Gelisimi

Kurutulmus ve embriyoidler igeren kalluslar BOI2Y embriyo gelistirme
ortamina aktarilmistir ve bir pens yardimi ile besi ortamina yayilmistir (Sekil 7).
Petri kutular1 parafilm ile sarilmis ve 26 °C sicaklik ve %70 nem diizeyine
ayarlanmig iklim dolabinda tekrar inkiibe edilmistir. 4-6 haftalik kiiltiir siiresinin
sonunda stero-mikroskop altinda embriyo sayimlari yapilmistir. Bu amagcla bir
petri kutusu kapagi lizerine 1 em”lik kareler ¢izilmis ve sayimi yapilacak petriler

iizerine kapatilarak her bir kare igindeki somatik embriyolar sayilmistir.
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Sekil 3.7. Pro-embriyogenik Yapilar Tastyan Materyalin BOI2Y Embriyo

Gelistirme Ortamina Aktarilmasi.

3.2.9. Somatik Embriyo Olgunlastirma

Sayimlar1 yapilmig olan somatik embriyolar ileri saftha embriyolara
doniismeleri amaci ile BOI2Y olgunlastirma ortaminda alt kiiltiire alinmislardir.
Bu ortam embriyo gelistirme ortami ile tamamen ayni igeriktedir. Bu ortama
aktarilmis olan proembriyolar ve ileri satha embriyolar igeren kiiltiirler ayni

kosullarda muhafaza edilmislerdir.

3.2.10. Sentetik Tohum Elde Edilmesi

Farkli asamalardan gegirilerek elde edilen somatik embriyolar sentetik
tohum elde etmek amaci ile kaplanmislardir.

Bu amagcla 100 ml %1°lik Alginik Asit ¢ozeltisi hazirlanmis ve elde edilen
somatik embriyolar yavas yavas viskoz yapidaki bu c¢ozelti i¢ine dokiilmiis,

manyetik karistirict yardimi ile bir siire karistirtlmistir. Diger taraftan 100 ml %
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2’lik kalsiyum klorit (CaCl,.2H,0) ¢o6zeltisi hazir hale getirilmistir. Manyetik
karistiric1 lizerinde yavas devirde karismakta olan bu c¢ozelti igerisine viskoz
haldeki, i¢inde somatik embriyolar bulunan alginik asit ¢Ozeltisi yavas yavas
karigtirilmistir. BOylece 2-3 mm ¢apinda kalsiyum alginat kapsiilleri elde

edilmistir.

3.2.11. incelenen Ozellikler

3.2.11.1. Kallus Indiiksiyon Oram (%)

Kiiltiir baglangicindan 4-6 hafta sonra, kiiltiirler alt kiiltiire alinmadan 6nce
yapilan incelemeler sonunda kallus olusturan eksplantlarin sayis1 tespit edilmis ve
bu sayimlardan yararlanarak petri kutusu basina segmentlerin kallus olusturma

oranlar1 her bir varyant i¢in yiizde olarak saptanmistir.

3.2.11.2. Kallus Agirhg: (mg)

Her bir kiiltiir kabinda olusan kalluslarin sivi silispansiyon Kkiiltiiriine
alimmadan oOnce, steril kabin igerisine yerlestirilmis 0.1 mg hassasiyetli terazi

yardimu ile petri kutusu bagina agirliklar saptanmaistir.

3.2.11.3. Somatik Embriyo Sayisi1 (adet)

Siv1 kiiltiire aktarilirken agirliklar saptanan kalluslar, sivi kiiltlir sonrasinda
gelisme ortamina aktarilmis ve bu ortamdaki kiiltiir siiresi sonunda globular yada
daha ileri donem embriyo sayilar1 belirlenmis, sivi kiiltiire aktarilan kallus miktari

dikkate alinarak somatik embriyo/gram kallus olarak degerlendirilmistir.



35

3.2.12. Arastirmada Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen verilere tesadiif parselleri deneme desenine uygun
olarak MSTATC istatistik programindan yararlanilarak varyans analizi
uygulanmistir. Varyans analizi uygulanmadan oOnce, kallus indiiksiyon orani
degerlerine Arcsin Vx transformasyonu, kallus agirligi basmna somatik embriyo
sayis1 degerlerine ise Vx+0,5 transformasyonu uygulanmustir. Varyans analizi

sonucu 0nemli ¢ikan oksin ¢esidi ortalamalar1 LSD testine gore gruplardirilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Kallus Indiiksiyonu

Kiiltiire alinan eksplantlar kiltiir baslangicindan itibaren haftada bir kez
stero-mikroskop altinda incelenmis ve olusan degisimler gdzlenmistir. Kiiltiir
baslangicinda eksplantlarda herhangi bir degisim gozlenmezken ilerleyen
donemlerde eksplantlarda kismi kararmalar ve parlak seffaf goriiniimiin kaybi
baslamistir. Kiiltiirlin ikinci haftasi i¢inde hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin
kesim bolgelerinde siskinlesmelerle kendini gosteren kallus olusumu baslamis ve
sonraki haftalarda disa dogru tasan boliinmelerle belirginlesmistir. Genel olarak
kullanilan tim besi ortami kombinasyonlarinda oran ve kaliteleri degigmekle
beraber kallus olusumu gozlenmistir. Olusan kalluslarin agik krem renkli, gevsek
sulu yapida, gevrek kirilgan, yesil kompakt yapili, ilerki donemlerde karl, hizla
cogalan veya ilk olustugu sekli ile kalip gelisme gostermeyen gibi, farkl
ozelliklere sahip olduklar1 saptanmistir. Bu donemde yapilan gozlemlerde
ozellikle NAA biiylime diizenleyicisi igeren ortamlardaki kalluslarin daha
kompakt ve embriyogenik yapida olduklari tespit edilmistir. Ayrica kiiltiiriin ilk
haftalarinda hipokotil segmentlerinin kesim bolgelerinde daha gevsek yapili ve
sulu, seffaf kalluslar olusurken, kotiledonlardan daha sert ve yesilimsi kallus
olusumlar1 gézlenmistir (Sekil 4.1). NOLAN ve ark. (1989) tarafindan Medicago
truncatula ve CELIKTAS (2001) tarafindan Onobrychis sativa tiirlerinde de
benzer sonuglar gozlenmistir. Ozellikle NAA ve Picloram bulunan ortamlarda
gelisen kalluslarda kiiltlirtin  ileri donemlerinde kararmalar gdzlenmistir.
ALBRECHT ve KOHLENBACH (1989) Vicia narbonensis’de yiiriittiikleri
calismada benzer gozlemleri bildirmektedirler.

Kiiltiir baglangicindan 4-5 hafta sonra kallus olusumlarinin tamamlandig:
gozlenmis, kallus morfolojisi géze alinmaksizin kallus olusturan eksplantlarin
sayist belirlenmis ve petri kutusu basina kallus olusturan eksplantlarin orani yiizde

(%) olarak saptanmustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Hipokotil Eksplantindan Kiiltiiriin ilk Haftalarinda Gelisen Gevsek Sulu
Yapili Kallus.

Sekil 4.2. Kallus Indiiksiyon Oranmin Saptandig1 Asama (Kiiltiir Baglangicindan
4-5 Hafta Sonra)
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4.1.1. Kallus indiiksiyon Oram (%)

Farkli oksin ¢esitleri iceren besi ortamlarinda kiiltiire alinan Elgi yoncasinin
hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin kallus indiiksiyon oranlarina uygulanan

varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli Oksin Cesitlerinin El¢i Yoncasinda (Medicago sativa L.)

Kallus Indiiksiyon Oranina Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynag1  Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamas1 F Degeri

Tekerriir 29 0.129 0.9803
Oksin Cesidi 3 0.523 3.9641%*
Hata 87 0.132

Genel 119

*p< 0.05 hata smuirlar iginde istatistiksel olarak 6nemli

DK: %98.83

Cizelgeden izlendigi gibi oksin cesitleri kallus indiiksiyon oranini
istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemistir.

Aragtirmada incelenen 4 farkli oksin ¢esidi i¢in saptanan kallus indiiksiyon
orani ortalamalar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir. Kallus indiiksiyon orani
% 23.6 ile % 50.8 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek kallus indiiksiyon
orant % 50.8 ile 2,4-D oksin grubu biiylime diizenleyici igeren ortamlardan elde
edilmistir. Dicamba oksini igeren ortamlardan elde edilen % 45 oranindaki kallus
indiiksiyon orani degeri ise istatistiksel olarak 2,4-D oksininin etkisi ile benzer
bulunmugtur. En diisiik kallus indiiksiyon orani degeri (% 23.6) Picloram oksini
iceren ortamlardan elde edilirken, NAA oksini olusturdugu % 27.5 oranindaki
kallus indiiksiyon orani degeri ile bu oksin ¢esidi ile benzer istatistiksel grupta yer
almistir. Bu sonuglar; yonca hipokotil ve kotiledon segmentlerinden etkin bir
kallus indiiksiyonu igin en uygun bilyiime diizenleyicisinin 1mg I"' diizeyindeki

2,4-D oksini oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.2. Elgi Yoncasmin (Medicago sativa L.) Farkli Oksin Uygulamalarinda
Olusturdugu Kallus indiiksiyon Oran1 Ortalamalar1 (%)

Oksin Cesidi Kallus indiiksiyon Orani (%)
2,4-D 50.8

(44.538) " A*
NAA 27.5

(25.729) BC
Picloram 23.7

(22.382) C

Dicamba 45.0

(41.036) AB
Ortalama 36.7

*Aynt siitun iginde benzer harf ile gosterilen ortalamalar LSD testine gore p< 0.05 hata sinirlar
icinde istatistiksel olarak farkli degildir.

"Ag¢1 Transformasyonu Degerleri

Kallus indiiksiyon Orani
(%)

NAA Picloram Dicamba

Oksin Cesitleri

Sekil 4.3. Farkli Oksin Uygulamalar1 Sonucu Olusan Kallus Indiiksiyon Orani
Ortalamalar1 (%).
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Kallus indiiksiyonu iizerinde 2,4-D biiyiime diizenleyicisinin daha etkin
olmast ile ilgili bulgularimiz NOLAN ve ark. (1989), DENCHEV ve ark. (1991),
SCARPA ve ark. (1993), MIA ve MCKERSIE (1994), ZAFAR ve ark. (1995), LI
ve DEMARLY (1996) tarafindan farkli Medicago tiirleri ile, GU (1987) ve
PUPILLI ve ark. (1989) tarafindan Onobrychis sativa, ORCZYK (1992)’nin
Lupinus tiirlerinde, OZCAN ve ark. (1993)’nin bezelyede NENZ ve ark.
(1996)’nin  Lotus angustissimus tiirlinde yaptiklari g¢alismalarda elde ettikleri
sonuglar ile uyum i¢indedir. Bununla birlikte HIROSHI ve ZHUOMENG (1993)
korunga doku Kkiiltiirinde hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan kallus
indiiksiyonunda NAA’nin 2,4-D’ye oranla daha etkili oldugunu bildirmislerdir.
Bu durum tiirler arasindaki genotipik farkliliktan kaynaklanmis olabilir.

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kallus indiiksiyonu amaciyla en yaygin olarak
kullanilan oksin tipi 2,4-D’dir. Nitekim yonca doku kiiltiirii ¢alismalarinda pek
cok temeli ortaya koymus olan BINGHAM ve ark. (1975) benzer sonuglari ortaya
koymaktadirlar. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda direk organogeneis amaclandiginda
ise NAA yogunlukla tercih edilmektedir (GASPAR ve ark., 1996). Nitekim
HIROSHI ve ZHUOMENG (1993), NAA’nin kallus olusumunda 2,4-D’ye
kiyasla daha az etkili oldugunu saptamistir. Bunun yanisira PEDERSON (1986)
ve GU (1987) oksin grubu biiyiime diizenleyicilerinin tek baslarina veya
sitokininlerle kombine edilmelerinin yanisira, oksin/oksin kombinasyonunun
saglanmasimin da kallus olusum oranini o6nemli diizeyde arttirabilecegini
bildirmektedir. Nitekim PARROT ve BAILEY (1993) IAA + NAA + BAP
biiylime diizenleyicileri ile olusturulan besi ortaminin yonca’da kallus gelisimi
icin en etkin kombinasyon oldugunu saptamislardir.

In vitro ortamda farkli tiirler farkli biiyiime diizenleyicisi tiplerine ihtiyag
duyarlar (VASIL ve THORPE, 1994). Benzer sonuglar STYER ve CHIN (1983)
tarafindan farkli monokotil ve dikotil bitkilerde yaptiklar1 ¢alismalarla da ortaya
konmustur.

Farkli tiirler hatta tiir i¢inde genotipler farkli oksinleri metabolize

edebilmektedirler (CLOSE ve LUDEMAN, 1987).
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Ayrica herhangi bir donor bitkiden eksplantin izole edildigi donemdeki bitki
fizyolojik durumu da, kullanilan biiylime diizenleyicisinin sentezi, taginmasi ve
yarayislihigini etkileyebilmektedir (VASIL, 1987). Bitkilerde gerceklesen degisik
metabolizma olaylar1 sonucunda olusan metabolitler farkli oranlarda
depolanmaktadir. Bunun tipi ve orami degisik bitki doku ve organlarinda
farklilagmaktadir. Sentez bolgeleri ve sentezlenme oranlari ile tasindiklar: ve aktif
olduklar1 dokular ve donemler farklidir. THORPE (1980), herhangibir tiirde
organogenesis’in baslamasi i¢in endojen (hiicreye ait) oksin/sitokinin dengesinin,
eksojen oksin/sitokinin dengesinden daha onemli oldugunu bu nedenle bazen
aciklamakta zorlandigimiz, istenmeyen yada beklenmeyen in vitro gelisimlerin
ortaya cikabilecegini bildirmektedir.

Tim bu ¢aligsma sonuglar arastirmamizda kullandigimiz oksin grubu farkli
biiyiime diizenleyicilerinin, in vitro’da farkli tepkimeler ortaya koymus olmasini

aciklayici niteliktedir.

4.1.2. Kallus Agirhg1 (mg/petri)

Farkli oksin ¢esitleri iceren besi ortamlarinda kiiltiire alinan El¢i yoncasinin
hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin olusturduklar1 kallus agirligi degerlerine

uygulanan varyans analizi sonuglar Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli Oksin Cesitlerinin El¢i Yoncasin (Medicago sativa L.)’in
Kallus Agirhgina Etkisine Iliskin Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon Kaynag1  Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamas1 F Degeri

Tekerriir 7 0.220 0.6989
Oksin Cesidi 3 0.966 3.0747*
Hata 21 0.314

Genel 31

*p< 0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak dnemli

DK: % 55.63
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Cizelgeden goriildiigii gibi kullanilan oksin ¢esitlerinin kallus agirhigi
tizerindeki etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Arastirmada incelenen 4 farkli oksin ¢esidi i¢in saptanan kallus agirligi
ortalamalar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’de verilmistir.

Arastirma sonucu elde edilen kallus agirligi degerleri 0.660 mg/petri ile
1.472 mg/petri arasinda degisim gostermistir. En yiiksek kallus agirlig1 ortalamasi
Picloram oksininin ilave edildigi besi ortamlarindan elde edilmistir. NAA biiyiime
diizenleyicisinin olusturdugu 1.050 mg/petri diizeyindeki kallus agirlig1 degeri ise
Picloram’dan farkli bulunmamis ve benzer istatistiksel grupta yer almiglardir.
Kallus agirligi acgisindan en diisiik deger Dicamba biiyiime diizenleyici igeren
ortamlardan elde edilirken, NAA biiylime diizenleyicisinden elde edilen 1.050
mg/petri diizeyindeki kallus agirligi ortalamasi bununla benzer istatistiki grupta

yer almistir.

Cizelge 4.4. Elgi Yoncasmin (Medicago sativa L.) Farkli Oksin Uygulamalarinda
Olusturdugu Kallus Agirlig1 Ortalamalari (mg)

Oksin Cesidi Kallus Agirhg (mg /petri)
2,4-D 0.850 B*

NAA 1.050 AB
Picloram 1.472 A
Dicamba 0.660 B
Ortalama 1.008

*Aynt siitun iginde benzer harf ile gosterilen ortalamalar LSD testine gore p< 0.05 hata sinirlari

iginde istatistiksel olarak farkli degildir.
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Kallus Agirlhigi (mg)
o O
o ®

NN NN

NAA Picloram Dicamba

Oksin Cegsitleri

Sekil 4.4. Farkli Oksin Uygulamalar1 Sonucu Olusan Kallus Agirligi Ortalamalar
(mg).

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’den de gorildiigli gibi yiiksek oranda kallus
indiiksiyonuna neden olan 2,4-D oksini ayn1 oranda kallus agirligt meydana
getirememistir. Bu durum 2,4-D biiylime diizenleyicisi bulunan ortamlardaki
kallusun digerleri kadar kompakt yapili degil daha gevsek yapili olmasindan

kaynaklanmaktadir.

4.1.3. Somatik Embriyo Sayisi (somatik embriyo/g kallus)

Embriyogenik kalluslar sivi kiiltiire aktarilmis ve calkalayic1 iizerinde

inkiibe edilmislerdir (Sekil 4.5).



Sekil 4.5. Stv1 Siispansiyon Kiiltiiriine Aktarilmis Embriyogenik Kalluslar

Stv1 kiiltiir ortamindaki 5 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler
stizlilmiis, kurutulmus ve embriyo gelistirme ortamina aktarilmislardir. Gelisme
ortaminda 4 haftalik inkiibasyon sonrasinda ise globular, kotiledon, kalp ve
torpedo donemlerindeki somatik embriyolarin sayimi yapilmistir (Sekil 4.6).

Farkli oksin ¢esitlerinin hipokotil ve kotiledon segmentlerinden olusan 1 g
embriyogenik kallus basma elde edilen somatik embriyo sayilarina uygulanan
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelgeden izlendigi gibi; 1 g embriyogenik kallus basina somatik embriyo
sayist, kullanilan oksin ¢esitlerinden 6nemli diizeyde etkilenmistir.

Arastirmada incelenen 4 farkli oksin ¢esidi i¢in saptanan 1 g embriyogenik
kallus basina somatik embriyo sayis1 ortalamalar1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.5. El¢i Yoncasmin (Medicago sativa L.) Farkli Oksin Cesidi Iceren
Ortamlarda Olusturdugu Somatik Embriyo Sayilar ile ilgili Varyans

Analiz Sonuglari.

Varyasyon Kaynagir  Serbestlik Derecesi  Kareler Ortalamas1 F Degeri

Tekerriir 7 237.361 1.5774
Oksin Cesidi 3 501.378 3.3320*
Hata 21 150.475

Genel 31

*p< 0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak 6nemli

DK: % 86.68

Sekil 4.6. Yonca Hipokotil ve Kotiledon Segmentlerinden Olusan Kallusun Sivi
Kiiltiiri Sonrasinda Elde Edilen Embriyogenik Yapilar ve Somatik

Embriyolar.
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Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7°nin incelenmesinden goriildiigii gibi, fakli oksin
cesitlerinin olusturdugu somatik embriyo sayilari 8.6 ile 25.9 arasinda degisim
gostermistir. En yiiksek somatik embriyo sayisi 2,4-D oksin grubu biiylime
diizenleyicisi iceren ortamlarda olusmustur. Diger oksin ¢esitleri farkli sayilarda
somatik embriyolar iiretmis, ancak bu farklilik istatistiksel olarak ©Onemli

bulunmayarak her ii¢ oksin ¢esidi de ayni istatistiksel grup i¢inde yer almislardir.

Cizelge 4.6. El¢i Yoncasmmin (Medicago sativa L.) Farkli Oksin Cesidi
Uygulamalarinda Olusturdugu Somatik Embriyo Sayisi Ortalamalari

(somatik embriyo sayis1 / gram kallus)

Oksin Cesidi Somatik Embriyo Sayisi
2,4-D 25.9

(5.358) A
NAA 11.6

(3.590) B
Picloram 8.6

(3.128) B
Dicamba 10.5

(2.814)B
Ortalama 14.1

*Aynt siitun iginde benzer harf ile gosterilen ortalamalar LSD testine gore p< 0.05 hata sinirlar
icinde istatistiksel olarak farkli degildir.

"Karekdk Transformasyon Degerleri
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Sekil 4.7. Farkli Oksin Uygulamalar1 Sonucu Olusan Somatik Embriyo Sayisi
Ortalamalar1 (somatik embriyo/g kallus)

Pek ¢ok arastirmaci 2,4-D ile olusturulmus ortamlardan ¢ok miktarda kallus
ve somatik embriyo gelistigini bildirmislerdir (ORCZYK, 1992; OZCAN ve ark.,
1993). Diger taraftan NOLAN ve ark. (1989) ise Medicago truncatula tiiriinde
NAA yerine 2,4-D kullanilmasi durumunda somatik embriyo gelismedigini tespit
etmiglerdir. Bu durum c¢alisilan tiirler arasindaki farkliliktan, tiirlerin sahip
olduklar1 i¢sel hormon seviyelerinden ve donor bitkilerin fizyolojik
durumlarindan kaynaklanmis olabilir.

Arastirmada elde ettigimiz somatik embriyo sayilart ayni tiirde, NOLAN ve
ark. (1989)’nin ¢aligmalarini yiirtittiikleri genotiplerden birisinden ve DENCHEV
ve ark. (1991)’nin ¢alismalardan elde edilen bulgularla benzerlik gésterirmektedir.
Diger taraftan yine NOLAN ve ark. (1989)’nin calistiklar1 diger genotipten ve
DENCHEV ve ark. (1993) tarafindan yiiriitiilen diger bir ¢aligmadan elde edilen
somatik embriyo sayilarmin ¢ok altindadir. Dikkat edilirse ayni arastirma

icerisinde farkli genotipler dahi farkli reaksiyonlar gostermislerdir. Dolayisi ile
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calisilan genotipler basta olmak tizere pek ¢ok faktoriin farkli oldugu durumda
bdylesi bir sonucun ortaya ¢ikmasi dogaldir.

Yoncada somatik embriyogenesis genetik kontrol altindadir. Dolayisiyla
reaktif ve reaktif olmayan genotipler mevcuttur (REISCH ve BINGHAM, 1980;
BROWN ve ATANASSOV, 1985; HERNANDEZ-FERNANDEZ ve CHRISTIE,
1989; PARROT ve ark., 1993; KIELLY ve BOWLY, 1992). WAN ve ark. (1988),
diploid yoncada bu mekanizmanin Rnl ve Rn2 adi verilen iki dominant gen
tarafindan kontrol edildigini bildirmektedirler. Ayni arastiricilar  kallus
indiiksiyonu ve somatik embriyogenesis’in iki genetik sistem tarafindan kontrol
edildigini, bunlardan birinin nukleusda digerinin ise sitoplazmada konumlandigini
saptamiglardir.

Arastirmalarimizi yuriittigiimiiz Elgi yonca ¢esidinin tetraploid bir yonca
olmasi da ¢alismalar arasinda farkliliklar olmasinin bir nedeni olabilir.

Arastirmamizda, sivi kiiltiire alinan embriyogenik kalluslarin bir kisminda
pro-embriyogenik yapilarin olusumu gdzlenmesine ragmen, tamaminda bu
yapilarin gelismi beklendiginden sivi kiiltiirde bekletme siiresi biraz uzadi. Ancak
bu fazla bekletmenin olumlu sonuglar1 saptanmadi. Zira, DENCHEV ve ark.
(1991) embriyogenik kalluslarin 2,4-D oksini igeren sivi kiiltiir ortaminda uzun
sireli  kalmas1 durumunda somatik embriyo gelisiminin engellendigi
sOylemektedirler. Bu durum arastirmamizdaki sonucu agiklar niteliktedir.

Ote taraftan DENCHEV ve ark. (1991) yonca’da donor bitkinin yetisme
sartlarinin dolayisiyla fizyolojik durumunun, somatik embriyogenesis iizerinde
etkili oldugunu bildirerek, kiiltiir oOncesi sicaklik ve fotoperiyot siiresi
uygulamalarinin embriyo sayisini arttirabilecegini, bunun da olusan polifenolik
bilesiklerden kaynaklandigini bildirmislerdir. Arastirmamizda donor bitkilere
herhangi bir 6n muamele yapmamis olmamiz da elde edilen somatik embriyo say1
ve kalitesi tizerinde etkili olmus olabilir.

DENCHEV ve ark. (1993) yonca sivi siispansiyon kiiltiiriinde 17. giin
sonunda pH’da 0.7 birimlik bir degisimin saptandigini, bunun ise embriyo

oraninda bir miktar artisa yol a¢tigini bildirmektedirler.
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Arastirmamiz sonunda somatik embriyolarin kaplanmasi ile suni tohum elde
etme amacimiza uygun kalitede embriyolarin gelismedigini saptadik. Bu durum
genetik kaynakli olabildigi gibi kullanilan besi ortami bilesenleri ve inkiibasyon
kosullarindan da kaynaklanmig olabilir. LAl ve MCKERSIE (1994 a), somatik
embriyolarin ii¢ farkl fazda olgunlastiklarini, 6zellikle de faz I’de ortamin nisasta
degil ama depo proteinleri ile degistirilmesi sayesinde embriyo kalitesinin

artacagini bildirmektedirler.

4.1.4. Sentetik Tohum

Arastirma boyunca farkli asamalardan gecirilerek elde edilen farkl
asamalardaki somatik embriyolar, alginik asit ve kalsiyum klorit ¢dzeltisi ile
kaplanmak suretiyle 2-3 mm boyutunda kalsiyum alginat kapsiilleri elde edilmistir
(Sekil 4.8).

Elde edilen kapsiillerin ¢ok fazla sertlesmedigi ve elastik yapida olduklar
yapilan inceleme sonucu saptanmistir. Bu olumlu durumun sentetik tohumlarin
topraga aktarilmasi asamasinda olduk¢a onemli oldugu pek cok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada segilen ve alginik asit ¢ozeltisine konulan somatik
embriyolarin tamami, kalsiyum klorit igerisine dokiilmiis ve bu durum bazi

embriyolarin tek bir kapsiilde birlikte olmasina yol agmustir.
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Sekil 4.8. Somatik Embriyolarin Kaplanmasi Ile Elde Edilen Sentetik Tohumlar



5. SONUC ve ONERILER

Farkli oksin cesitleri kullanilarak yonca’da somatik embriyolar iiretmek
amaciyla 2003-2005 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu arastirmada;. somatik embriyo
elde edebilmek amaci ile laboratuar kosullarinda in vitro fide (donor bitki olarak
kullanilmak tizere) yetistirmek i¢in ¢imlendirilen Elgi yonca (Medicago sativa L.)
cesidine ait tohumlar, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Déner Sermaye
Isletmesinin 2003 yili iiriiniinden temin edilmistir. Arastirma, Mustafa Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Hiicre ve Doku Kiiltiirii
Laboratuarinda yiiriitilmiistiir.

In vitro’da ¢imlendirilen 6 giinliik fidelerden alinan hipokotil ve kotiledon
eksplantlari, farkli oksin ¢esitleri iceren SH besi ortaminda kiiltiir edilmistir.
Aragtirma sonuglari incelendiginde tiim besi ortami kombinasyonlarindan farkli
oranlarda kallus indiiksiyonu gerceklesmistir.

Arastirma sonucu kallus indiiksiyon orani oksin cesitlerine bagli olarak,
%23.6 ile %50.8 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek kallus indiiksiyon orani
%50.8 ile 2,4-D oksin grubu biiyiime diizenleyici iceren ortamlardan elde
edilmistir.

Elde edilen kalluslar sivi siispansiyon kiiltiirline alinmadan 6nce hassas
terazide tartimlar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglarin analizi neticesinde, kallus
agirligr degerleri kullanilan oksin ¢esidine bagli olarak 0.660 mg/petri ile 1.472
mg/petri arasinda degisim gostermistir. En yiiksek kallus agirhigi ortalamasi
Picloram oksininin ilave edildigi besi ortamlarindan elde edilmistir.

Olusan kalluslar ayni oranda ve ayni oksini igeren B5 sivi siispansiyon
kiiltiiriine aktarilmis ve calkalayici iizerinde inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon
stiresi sonunda bol miktarda pro-embriyogenik yap1 olusmustur. Elde edilen bu
materyal daha sonra siiziilmiis ve kurutulmustur.

Farkli gelisim donemlerinde somatik embriyolar igeren materyal biiyiime
diizenleyicisi igermeyen BOI2Y somatik embriyo gelistirme ortamma
aktarilmistir. Bu ortamdaki inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen globular,

kotiledon, kalp ve torpedo asamalarindaki somatik embriyolarin sayimlari
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yapilmistir. Elde edilen verilerin analizi sonucu fakli oksin g¢esitlerinin
olusturdugu 1 g kallus basina somatik embriyo sayilari 8.6 ile 25.9 arasinda
degisim gdostermistir. En yiiksek somatik embriyo sayist 2,4-D oksin grubu
biiylime diizenleyicisi igeren ortamlarda olugmustur.

Elde edilen farkli donemlerdeki somatik embriyolar alginik asit ve kalsiyum
klorit ¢ozeltileri ile kaplanmak suretiyle rejenere edilmelerine gerek kalmadan
topraga ekilebilecek kaplanmis sentetik tohumlar haline getirilmislerdir.

Yiiriittiigiimiiz arastirma yoncada 1slah ¢alismalarini1 oldukca kisaltabilecek
sonuglar icermektedir. Zira farkli asamalar sonunda sadece 1 g kallustan yaklasik
26 somatik embriyo elde edilebilmektedir. Dolayisiyla bu 26 tane, donor bitki ile
tamamen ayni1 genetik yapida birey demektir. Bu ise sentetik cesit 1slahi
calismalarinda seg¢ilmis bireylerin hizli ¢ogaliminda biiyiikk avantajlar
sunmaktadir.

Calismanin, kullandigimiz biiylime diizenleyicilerinin farkli dozlar1 ve farkli
besi ortamlar1 ile devam ettirilmesini Onerebiliriz. Ayn1 zamanda ¢alismada farkli
oksin sitokinin veya oksin oksin kombinasyonlarinin yapilmasi elde edilebilecek
somatik embriyo say1 ve kalitesi {izerinde etkili bir uygulama olabilir.

Biiytime diizenleyicilerinin yanisira ortamin diger bilesenleri, 6zellikle de
karbonhidrat kaynaklari, amino asitler ve vitaminler iizerinde de arastirmalar
yapilmasi 6zellikle somatik embriyo kalitesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bu arada farkli katilagtiricilar iizerinde caligmalar yiiriitiilmesi de g¢alismanin
etkinligini arttiric1 bir uygulama olabilir diisiincesindeyiz.

Arastirma sonuglari; 2,4-D biiylime diizenleyicisinin incelenen ozellikler
acisindan daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Dolayisiyla daha spesifik ve
pahali olan picloram ve dicamba gibi oksinlerin bu tip caligsmalarda tercih
edilmemesi c¢alismanin daha ekonomik olmasi1 agisindan biiyiik 6nem
tagiyacaktir..

Arastirmamizda ozellikle sivi siispansiyon kiiltlirlinde, pro-embriyogenik
yapilarin tamaminin somatik embriyolara doniisiimlerini bekledigimizden

inkiibasyon sliresi biraz uzun tutulmustur. Oksin i¢eren ortamda uzun siireli
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inkiibasyonunun embriyo kalitesi iizerinde olumsuz etkisi saptandigindan bu
konuda 6zellikle dikkatli olunmasini dneririz.

Aragstirmada tohum orjinli eksplantlar kullanilmistir. Ancak bitkilerin farkl
vejetatif aksamlarinda icsel hormon seviyesine bagli olarak reaksiyon
ylzdelerinde artislar olmasi muhtemeldir. Bu nedenle yapilacak benzer
calismalarda farkli bitki par¢aciklarinin kullanilmasi da tavsiye ederiz.

Sentetik tohum elde edilmesinde alginik asit ve kalsiyum klorit ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlar1 iizerinde de farkli uygulamalar yapilmasini oneririz. Bylece
tarla performanslar1 agisindan en uygun elastikiyette tohumlarin elde edilmesi
saglanacaktir. Ayrica ¢aligmamizda karsimiza g¢ikan tek bir sentetik kapsiilde
birden fazla embriyo olugsmasi sorununun, embriyolarin bir kasik-spatiil yardimi
ile bir miktar alginik asit ¢ozeltisi ile birlikte tek tek alinip, kalsiyum klorit
¢oOzeltisine dokiilmesi ile asilabilecegini diisiiniiyoruz.

Ayrica, gelecekte bu konuda yapilacak calismalarda donor bitkinin
fizyolojik ihtiyaglarinin saptanmasi, eksplantin yasi, kiiltiir oncesi degisik stres
faktorleri ile 6n muameleler konularia 6zen gosterilmesini Oneririz.

Kiiltiir sonrasindaki inkiibasyon kosullari, calismanin basarisini etkileyen en
onemli faktorlerden birisidir. Dolayisiyla bu konuya dikkat edilmesi, 6zelliklede
stvi kiiltlir asamasinda miimkiin ise inkiibatorlii ¢alkalayici kullanilmasi daha

olumlu sonuglarin alinmasinda etkili olabilecektir.
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