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Bu tez galismasinda ¢ok yillik bir yem bitkisi olan korunga (Onobrychis sativa L.)’da
thidiazuron (TDZ)’un in vitro siirgiin rejenerasyonuna etkisi aragtirtlmigtir. In Vitro
bitkicik elde etmek i¢in Oncelikle meyve ve tohumlar yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. En yiiksek oranda ve bulasiksiz bitkicik gelisimi tohumlarin %70’lik ticari
camasir suyunda 15 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmasi sonucunda elde
edilmigtir.  Siirglin rejenerasyonu ¢alismalarinda tohumdan gelisen 1in  vitro
bitkiciklerden izole edilen yaprak, govde ve kotiledon eksplantlart farklh
konsantrasyonlarda TDZ, 6-benzilaminopurin (BAP) ve o-naftalenasetik asit (NAA)
iceren Murashige ve Skoog (MS) besin ortamlarinda plastik ve cam petri kutulari
icerisinde kiiltiire alinmistir. Cam petri kutularinda siirgiin rejenerasyonu plastik
olanlarindan ¢ok daha yiiksek olmustur. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu ise cam petri
kutusu basma 107.6 adet ile tek basina 2 mg/L TDZ igeren besin ortamindan elde
edilmistir. Yine tohumlarin farkli oranlarda TDZ igeren besin ortamlarinda Kkiiltiire
alinmasi sonucunda da 0.1 mg/L TDZ igeren besin ortaminda magenta kabi bagina
ortalama 148.6 adet siirgiin elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 1 mg/L indol-3-butrik
asit (IBA) iceren ortamlarda koklendirilerek saksilara aktarilmistir.
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Anahtar Kelimeler: TDZ (Thidiazuron), korunga, Onobrychis sativa, siirgiin olusumu,
doku kiiltiira



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECTS OF DIFFERENT TDZ (THIDIAZURON) APPLICATIONS ON IN VITRO
SHOOT REGENERATION IN SAINFOIN (Onobrychis satival.)

Mehmet Burak TURGUT

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Cengiz SANCAK

In this work, effects of thidiazuron (TDZ) on in vitro shoot regeneration from perennial
legume crop sainfoin (Onobrychis sativa L.) were studied. In order to obtain in vitro
plantlets, fruit and seed material were surface-sterilized. The highest seed germination
rate without contamination was obtained from seeds surface-sterilized in %70
commercial bleach for 15 minutes. For in vitro shoot regeneration, leaf, stem and
cotyledon explants isolated from in vitro developing plantlets from seeds were cultured
on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with different concentrations of
TDZ, 6- benzylaminopurine (BAP) and a-naphthaleneacetic acid (NAA) in plastic or
glass petri dishes. Shoot regeneration was much higher in glass petri dishes than plastic
ones. The highest shoot regeneration (107.6 shoot per glass petri dishes) was achieved
on 2 mg/L TDZ containing medium. The culture of seeds on MS medium supplemented
with different concentrations of TDZ resulted in high frequency of shoot regeneration
and the best regeneration was obtained in magenta culture vessels containing medium
with 1 mg/L TDZ. Regenerated shoots rooted on MS medium containing 1 mg/L
indole-3-butyric acid (IBA) and were finally transferred to pots.
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1.GIRIS

Otobur hayvanlarin yasayabilmeleri ve kendilerinden beklenen {irtinleri verebilmeleri
icin, gereksinim duyduklar1 unsurlar1 biinyelerinde tasiyan ve belirli Olgiilerde
yedirildiklerinde hem hayvan sagligina, hem de hayvansal iirlinlere zarar vermeyen,
gerek kiiltliri yapilan, gerekse dogada kendiliginden yetisen bitkilere "yem bitkileri" ad1
verilmektedir. Yem bitkileri yetistiriciligine insanlarin gocebelikten yerlesik hayata
gectikleri donemden itibaren baslanmistir. Yem bitkileri yetistiriciligi ile ilgili ilk
Kayitlara Cin’de rastlanmustir. M.O. 2800 yillarinda Cinlilerin baklay1 tane yem
amaciyla yetistirdikleri bilinmektedir. Yaygin olarak kiiltiire alinan en eski yem
bitkilerinden biri de yoncadir. Yoncanin M.O. 1350 yillarinda Anadolu’da Hititler
tarafindan yetistirildigi ve hayvanlara kis mevsiminde kuru ot olarak yedirildigi Hitit

kitabelerinde bildirilmektedir.

Korunga tariminin ise M.O. Romalilar déneminde basladigi kabul edilmektedir.
Korunga tariminin Avrupa’da 15. Yiizyilda basladigina dair kanitlar bulunmakla birlikte
ilk once giiney Fransa’da, 1560’1 yillarda da giiney Almanya’da yetistiriciligi kayit
edilmektedir. Hollanda ve Ingiltere 17. Yiizyilda, Afrika ve Kuzey Amerika 19.
yiizyilda korunga tarimina ge¢mistir (Gengkan 1992). Selguklu ve Osmanli doneminde
de tarimmin yapildigi belirtilmektedir. Tiirkiye’de Dogu Anadolu bolgesinde ise bu
bitkiye goringen veya koringa gibi isimler verilmektedir (Tosun 1974). Onobrychis
cinsinin gegerli ad1 ilk kez Miller tarafindan verilmistir. Bu tarihten énce Linne (1753)
bu cinse ait tiirleri Hedysarum cinsi igerisinde vermistir. Sonradan bu tiirler Onobrychis
cinsine aktarilmistir. Tiirkiye tiirleri ile ilgili ilk ayrintili ¢alisma ve toplu bilgiler,
birgok tiirii de bizzat kendisi tanimlayan Boissier’in (1872) Flora Orientalis adl
eserinde yer almistir. Bu eser, Davis’in (1965-1985, 1988) en kapsamli flora ve en
onemli kaynak olarak yer aliyordu. Daha sonraki yillarda ise Tiirkiye tiirleri ile ilgili

yapilan en kapsamli ¢alisma Hedge’nin (1970) Tiirkiye florasi i¢in yaptigi revizyondur.

Diinyada korunga (Onobrychis) cinsine bagli 80-100 tiir bilinmektedir. Yabani
korungalar Baltik Deniz’inden, Akdeniz, On Asya ve Sibirya’ya kadar uzanan ¢ok genis

bir alana yayilmistir. Korungalarin yayilma alani igerisinde bulunan yurdumuzda, 52



korunga tiiriiniin (60 Takson) dogal olarak yetistigi bilinmektedir (Aktoklu 1995).
Korunga cinsindeki tiir zenginligine karsilik sadece 3 tiir, [yaygin korunga (Onobrcyhis
sativa Lam.), Anadolu korungasi (Onobrychis arenaria K.) ve Kafkas korungasi
(Onobrychis transcaucacia G.)] tarimsal agidan 6nem tasimaktadir. Bu tiirler i¢ersinde
ise Onobrychis sativa Lam syn. Onobrychis viciaefolia veya Onobrychis viciifolia Scop.
tiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir. 2014 TUIK tarim istatistiklerine gére iilkemizde
yetistirilen yem bitkilerinin ekim alanlari, kuru ve yesil ot verimleri ¢izelge 1.1 - 1.3’de

verilmistir.

Yem bitkileri giiniimiizde kullanilan en ucuz yem iiretim kaynagidirlar. Baz1 misir ve
sorgum c¢esitlerinden elde edilen verim 13 ton/da alinabilirken, yliksek verimli yonca,
cayir ticgiilii gibi bazi bitkilerden uygun kosullarda kuru ot verimi yaklasik 16 ton/da’a
kadar ¢ikabilmektedir. Yem bitkileri, ¢iftlik hayvanlarinin midelerinin mikro floralari

icin gerekli olan besin maddelerini, yeterli ve dengeli bir oranda igermektedirler.

Korunga, baklagiller familyasina ait ¢cok yillik bir yem bitkisidir. Bitkinin kalinlagsmis
bir ana kokil ve ¢ok sayida yan kokii bulunur. Bitki tag kismindan ¢ok sayida sap verir.
Saplar 100-120 c¢m boylarindadir. Sap kesiti yuvarlaktir. Taban kisminda igi bostur.
Yukar1 kisimlarda ise i¢i dolu olup iizeri tiiyliidiir. Yapraklar karsilikli bilesiktir. Bir
yaprak ekseninde karsilikli olarak 7-15 cift yaprake¢ik vardir. Uzun yumurta seklinde
olan yaprakgilar, ince tiiylerle kaplidir. Yaprak ekseni daima yaprakgikta biter. Cigekleri
yaprak koltuklarindan ¢ikip sap ilizerindedir. Pembe renkli ve salkim seklindedir. Her
salkimda 5-80 adet ¢igek bulunur. Meyveler 5-8 mm boyunda, yarim daire seklindedir.
Tek tohumlu yass1 bir bakladir. Meyve kabugunun {izeri damarli ve dislidir. Tohumlar,
bobrek seklinde kirli sar1 veya kahve renklidir. Bin dane agirligi 13-17 g arasinda
degisir. Olgunlagma sonunda meyve kabugu acilmaz, ekim sirasinda da meyve halinde

(kabugundan ayrilmadan) ekilir.



Cizelge 1.1 Yillara gore Tiirkiye’de burcak ve fig ekim alani ve liretim miktarlari
(www.tuik.gov.tr, 2014)

Burgak Fig

Villar Ekilen Uretim Elilen Uretim

Alan )

(dekar) Yesil Ot | Kuru Ot@) | Alan(dekar) | Yesil Ot | Kuru Otw)
1992 - 130 2940 - 298 255 | 326 857
1993 - 200 2576 - 346748 | 339711
1994 - 184 3176 - 293 895 236 650
1995 - 1493 2038 - 390658 | 350232
1996 - 1278 2 468 - 395000 | 315000
1997 - 1384 2 150 - 310000 | 336000
1998 - 1 000 2 000 - 325000 | 340000
1999 - 1 050 1500 - 340000 | 360000
2000 - 360 800 - 395 000 261 000
2001 - 255 1000 - 420000 | 310000
2002 - 950 1 050 - 450000 | 368 000
2003 - 1400 1 000 - 455000 | 370000
2004 15 500 3600 1550 | 2200000 540000 | 410000
2005 20 000 3000 5500 | 2500000 750000 | 550000
2006 29 170 6 610 8310 | 3862882 | 1026324 | 1210618
2007 229 286 87 683 65590 | 6391774 | 1282441 | 1614230
2008 189 371 42 596 29493 | 5796842 | 1249948 | 1828937
2009 151 119 87 106 37956 | 4695529 | 1028610 | 1314928
2010 99 508 80 005 - 4288400 | 4018984 -
2011 69 025 51 092 - 4754756 | 4442017 -
2012 82 743 42 894 - 5694254 | 4245417 -
2013 71411 54 566 - 4990430 | 4492466 -

W Veriler 2004 yilindan itibaren derlenmeye baglanmistir.
“ Kuru ot; 2010 yilindan itibaren derlenmemektedir.



http://www.tuik.gov.tr/

Cizelge 1.2 Yillara gore Tiirkiye’de korunga ve misir ekim alani ve liretim miktarlar
(www.tuik.gov.tr, 2014)

Korungag) Misir

Ekilen Uretim Ekilen Uretim

Yillar
Alan Alan

(dekar) Yesil Ot | Kuru Ot (dekar) Hasil 2 | Silajlik@)@)
1992 838 600 262 025 288 992 - 134952 -
1993 880 400 252 817 333177 - 143 273 -
1994 799 840 149 946 321154 - 289 566 -
1995 889 530 271909 | 316391 - 551 000 -
1996 842 040 274715 246 481 - 565 000 -
1997 825 000 205 800 255 300 - 576 000 -
1998 930 000 203150 | 350 900 - 680 000 -
1999 943 620 185 000 310 000 - 640 000 -
2000 | 1075000 200 000 330 000 - 700000 -
2001 | 1055000 203000 | 334000 - 710 000 -
2002 990 000 204 000 350 000 - 740 000 -
2003 | 1080000 220 000 360 000 - 650 000 -
2004 | 1070000 270000 | 330000 | 1500000 600 000 | 6200 000
2005 | 1100000 250000 | 420000 | 2000000 | 460000 | 7600000
2006 | 1760029 124843 | 496313 | 2598913 | 432868 | 10 069 968
2007 | 1298958 191 991 525563 | 2690 132 302 550 | 10259 595
2008 | 1401295 143 367 603 724 | 2888 829 322414 | 11183 290
2009 | 1508927 157 029 785283 | 2740031 243 268 | 11099 653
2010 | 1570810 | 1508930 - 2 937 336 207 899 | 12 446 450
2011 | 1536445 | 1571606 - 3127 946 238973 | 13294 380
2012 1963349 | 1459570 - 3540882 302014 | 14956457
2013 1914391 | 1630572 - 4 027 160 259335 | 17835115

1
2)
3)
4)
5)

Veriler 2004 yilindan itibaren derlenmeye baslanmustir.
Hasil; yem igin kullanilan yesil misir

Silajlik; yem i¢in kullanilan silolamaya uygun yesil misir
Kuru ot; 2010 yilindan itibaren derlenmemektedir.
2011 yilina kadar dane ve ot alanlari ortak olup, 2011 yilindan itibaren ayr1 ayr1 derlenmistir.



http://www.tuik.gov.tr/

Cizelge 1.3 Yillara gore Tiirkiye’de hayvan pancari, li¢giil ve yonca ekim alani ve

iretim miktarlar1 (www.tuik.gov.tr, 2014)

Hayvan Pancari Ucgiil(s) Yoncag)
Villas Ekilen Oretimn Ekilen Uretim Ekilen Uretim
Alan (ton) Alan@) | Yesil | Kuru Alan Yesil Ot Kuru Ot
(dekar) (dekar) | Ota) | Oty | (dekar) )
1992 17500 85000 - - - 1955430 1658646 | 1226501
1993 20500 | 100000 - - - 2061480 1581610 | 1292228
1994 31000 | 100000 - - - 1948010 1570439 | 1292772
1995 23000 | 110000 - - - 2140100 1803190 | 1399341
1996 | 24000 | 110000 - - - 2290510 1935087 1444466
1997 25000 | 115000 - - - 2 175000 1905800 | 1364200
1998 26000 | 120000 - - - 2300000 1750 000 | 1550000
1999 27000 | 122000 - - - 2 456060 1594670 | 1641000
2000 31000 | 140000 - - - 2 508000 1807 000 | 1540000
2001 31500 | 150000 - - - 2 490000 1930000 | 1563000
2002 33000 | 160000 - - - 2 600000 1900 000 | 1700000
2003 34000 | 160000 - - - 2900000 2100000 | 1800000
2004 33900 | 160000 20000 1| 10000 | 3200000 2300000 | 2000000
2005 35000 | 165000 19100 16 11300 | 3750000 2100 000 | 2400000
2006 32038 | 158771 20000 5| 10839 | 4440296 1814990 | 2820255
2007 | 31000 | 151611 20 105 - 11611 | 5348965 1697645 | 3513945
2008 30651 | 157 541 23260 | 3610 | 11394 | 5557215 1843961 | 3907403
2009 27987 | 145628 18720 | 3560 9594 | 5692958 1747676 | 4037132
2010 26940 | 132970 3440 | 2556 - 5688107 11 676115 -
2011 25399 | 127 114 4340 | 3160 - 5585 525 12 076 159 -
2012 30397 | 125610 5093 | 3018 - 6741832 11536328 -
2013 28411 | 131289 4150 | 2528 - 6286419 12616178 -

Wyeriler 2004 yilindan itibaren derlenmeye baslanmistir.
@ Kuru ot; 2010 yilindan itibaren derlenmemektedir.
® 2011 yilina kadar dane ve ot alanlar1 ortak olup, 2011 yilindan itibaren ayr ayr1 derlenmistir.
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Korunga her iklim kosulunda yetisebilir. Ik fide déneminde soguga fazla dayamkli
degildir, ancak daha sonraki donemlerde soguga olduk¢a dayaniklidir (Serin ve Tan
2001). Korunganin besleme degeri yiiksek olup, yemi nitrojensiz 6z maddeler, ham yag
ve ham protein bakimindan zengindir. Hazmedilmeyi olumsuz yonde etkileyen lignin
maddesi korunga otunda yoncadan daha azdir (Serin ve Tan 2001). Korunga, gegirgen,
kiregli, tinli-kumlu topraklart sever. Yonca tarimina uygun olmayan kirag, zayif ve
cakilli topraklarda da korunga yetisir (Elg¢i 2005). Her tiirlii iklim ve toprak sartlarinda
ekim nobetine sokularak zayif ve kirag alanlari 1slah eder. Cizelge 1.4’de farkli gelisme
donemlerinde korunganin ham protein, ham yag, ham seliiloz ve nitrojensiz 6z madde
oranlar1 (Ac¢ikgéz 2001) ile gizelge 1.5’de kuru maddenin bilesimi goriilmektedir
(Manga 1978). Ayrica dokularinda bulunan tanin maddesinden dolay1 yoncada goriilen

hayvanlar sisirme 6zelligi korungada goriilmemektedir.

Cizelge 1.4 Farkl gelisme donemlerinde korunganin ham protein, ham yag, ham
seliiloz ve nitrojensiz 6z madde oranlar1 (A¢ikgoz 2001)

. N-siz Oz
Ham Protein Ham Yag | Ham Seliiloz
Bicim Devresi Madde
(%) (%) (%)

(%)
Cigeklenme Oncesi 21.2 2.1 22.3 44.7
Ciceklenme Baslangici 18.9 3.2 29.8 42.6
Tam Cigeklenme 17.3 3.0 33.7 41.0

Ekildigi sirada tohumlarina bakteri kiiltiirii asilanirsa, nodozite bakterileri sayesinde
topraga azot kazandirilir. Kurak boélgelerde ekim nobetine dahil edilerek nadas
bolgelerinin daraltilmasina yardimer olur. Ayni zamanda kira¢ ve erozyona agik
yerlerde suni meralarin kurulmasinda karisima giren 6nemli bir bitkidir. Ayn1 zamanda

korunga iyi bir ar1 merasidir. Korunga tarimi yapilan yerlerde yerel aricilik artirilabilir.

Korunga, hayvanlara yesil veya kuru olarak yedirilebilir. Yesil yedirildiginde siskinlik
yapmayan ve protein i¢ceren degerli bir kaba yemdir. Bigimden sonra geligsmesi yavastir.

Kuru sartlar altinda yillik yagis1 300-400 mm olan yerlerde yilda bir bigim yapilir. Iyi




tesis edilmis korunga alanlarinda giibreleme ve bakim yapilirsa kuru ot verimi 200-600

kg/da’dir. Tesis yil1 dahil ekonomik olarak 3-5 yil kuru ot {iretimi yapulir.

Cizelgel.5 Korungada degisik bicim donemlerinde elde edilen kuru maddenin bilesimi
ve koklerdeki TNC (toplam yapisal olmayan karbonhidratlar) oranlarinin

yillara gore dagilist (Manga 1978)

Toplam Yapisal Olmayan YILLAR
Karbonhidratlar 1969 1970 1971 Uc Y1l Ort.

Kuru Madde (kg) 346.16 351.83 439.55 379.19
Kuru Madde (%) 94.28 92.73 91.76 92.92
Ham Protein (kg) 86.30 83.58 75.55 81.80
Ham Protein (%) 24.84 23.88 17.39 22.04
Ham Seliiloz (kg) 89.94 99.30 123.97 104.42
Ham Seliiloz (%) 26.34 28.05 28.02 27.47
Kiil (kg) 37.19 39.86 51.30 42.80
Kiil (%) 10.65 11.41 11.92 11.32
Ham Yag (kg) 12.11 12.33 14.65 13.05
Ham Yag (%) 3.55 3.48 3.35 3.45

N-siz Oz Madde (kg) 120.53 114.36 173.92 136.28
N-siz Oz Madde (%) 34.63 33.18 39.32 35.71
Bigimlerde TNC (%) 10.35 9.25 11.31 10.30
Bi¢imlerden Sonra TNC (%) 7.62 6.43 8.38 7.48

Maestro vd. (1985), 1981-83 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda, korungada en yiiksek
verimi ekimden sonraki birinci yilda alirken, doérdiincii yilin ortalama kuru madde
verimi 440 kg/da olmus ve verim gec bicimle azalmistir. Geg bigimlerde ham protein
oraninin %14’ten %0,7’ye distligiinii tespit etmislerdir. Shah, (1991), 1985-87°de
Kagmirin 2 lokasyonunda yapilan ¢aligmalarda korunganin Melrose ve Eski
varyetelerini kullanmis, dekardaki kuru madde verimlerini sirastyla 1023 ve 889 kg
olarak bulmustur. Yagish sartlarda yapilan diizenli sulama sonucu dekarda ayni tiirlerde

sirasiyla 131 ve 97 kg verim artis1 meydana geldigini tespit etmistir.



Korunga bitkisi 6zellikle sulanamayan alanlarda {iretilebilecek onemli ve verimli bir
yem bitkisi olmasina ragmen, koklerinde galeriler acarak beslenen ve bitkinin ikinci
yildan itibaren oliimiine neden olan Bembecia scopigera (Takim: Lepidoptera) ve
Sphenoptera carceli (Takim: Coleoptera) bocek tiirleri nedeniyle ekimi ve tretimi
siirlt kalmaktadir. Biyoteknolojik yontemlerle gen aktarimi sayesinde boceklere
dayanikli cesitler kisa siire igerisinde gelistirilebilmektedir. Ancak, korunga da dahil
birgok bitki tiirlinde gen aktarimini en fazla smirlandiran faktor disiik in vitro siirgiin
rejenerasyonudur. Bundan dolayr bu tez c¢alismasinda korungada farkli TDZ

uygulamalariyla in vitro siirgiin rejenerasyonunun artirilmasi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Kaynak 6zetlerinde son yillarda baklagiller iizerine yapilan doku kiiltiirii ¢alismalari ile

farkli bitkilerde TDZ ile yapilan aragtirmalara yer verilmistir.

Hiroshi ve Zhumeng (1993), korungada, in vitro kosullarda elde edilen fidelerden
aldiklar1 kotiledon, hipokotil ve kok eksplantlarini1 farkli dozlarda BAP ve NAA iceren
MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Siirgiin olusumu bakimindan en iyi ortamin 1
puM NAA ve 10 uM BAP kombinasyonu oldugunu, kallus olusumu bakimindan
eksplantlar arasinda bir fark olmadigini, siirgiin olusumu bakimindan ise kok ve
hipokotil eksplantlarinin kotiledonlara gore daha iyi sonug verdigini, BAP ve NAA’In
bitki rejenerasyonu iizerinde etkili oldugunu ve elde edilen siirgiinlerin 25 uM IBA ile

basaril bir sekilde koklendirildigini bildirmislerdir.

Barna ve Wakhlu (1994), olgunlagsmamis nohut (Cicer arietinum) yapraklarindan olusan
kalluslardan organogenezis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. En
iyi kallus olusumunu, 10 uM NAA ve 5 puM BAP igeren besin ortamindan
kaydetmislerdir. Govde dokularinin en alt kisimlarindan alinan eksplantlar i¢in en iyi
slirgiin rejenerasyonu ortaminin ise 10 pM BAP ve 0.1 uM IBA iceren MS besin ortami
oldugu bildirilmistir. En iyi kok olusumunu ise, 1 uM IBA iceren ortamdan elde

etmislerdir.

Ozcan vd. (1996a), gen aktarimima uygun adventif siirgiin olusumu saglamak igin, in
vitro kosullarda gelisen korunga (Onobrychis viciifolia) fidelerinden elde ettikleri
kotiledon ve hipokotil orneklerini degisik besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. En
yiiksek oranda siirgiinii, 0.5 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA igeren MS; ortaminda kiiltiire
aliman hipokotil 6rneklerinden elde etmislerdir. Gelisen siirgiinleri daha sonra, 1 mg/L

IBA ya da 1 mg/L NAA igeren MSy ortamlarinda koklendirmislerdir.

Ozcan vd. (1996b), korunga (O. viciifolia) bitkisinde olgunlasmamis kotiledon ve

embriyo ekseni Orneklerini degisik oranlarda BAP ve NAA igeren MSj besin ortaminda



kiiltiire almiglardir. Genel olarak, olgunlasmamis embriyo eksenlerinin siirgiin
olusturma kapasitesinin olgunlasmamis kotiledonlardan daha yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. En yiiksek oranda siirgiliniin, 0.5 mg/L BAP ve 2 mg/L NAA igeren
MS, ortaminda Kkiiltiire almman orneklerden elde edildigini bildirmislerdir. Gelisen
stirgiinleri daha sonra, 1 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA igeren MSy ortamlarinda

koklendirmislerdir.

Ozgen vd. (1997), El¢i ve Mesa-Sirsa yonca ¢esitlerinde, ¢cimlendirme ile elde edilen
fidelerden alinan sapgiklarda, in vitro kosullarda siirgiin olusumu saglamiglardir.
Sapciklar1 farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren MS; ortaminda
biiylitmiislerdir. Siirgiin sayisi, en fazla Elgi ¢esidinde 2 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA,
Mesa-Sirsa ¢esidinde ise, 1 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA igeren kiiltiir ortamlarindan
elde edilmistir. Kiiltiir ortamina ilave edilen IBA oranmnin artirilmasi ile koklenme
miktart %80-90 oranina ulasmistir. Bununla beraber, El¢i ¢esidinin her bir siirgiinde
ortalama kok uzunlugu, Mesa-Sirsa ¢esidinden daha fazla bulunmustur. Kiiltiir
ortaminda iretilen siirglinlerde somatik kromozom sayilarmmin degigmedigini

gbzlemlemislerdir.

Ozgen vd. (1998), gen aktarimma uygun adventif siirgiin olusumu saglamak igin,
tarlada yetistirilen korunga (O. viciifolia) fidelerinden elde ettikleri yaprakeik, yaprak
sap1 ve sap Orneklerini, degisik oranlarda BAP ve NAA igeren besin ortamlarinda
kiiltiire almislardir. En yiiksek oranda siirgiinii, 20 uM BAP ve 0.5 pM NAA iceren MSy
ortaminda kiiltiire alinan sap Orneklerinden elde etmislerdir. Geligsen siirgiinleri daha

sonra 5 uM IBA igeren yarim MS ortaminda koklendirmislerdir.

Sancak (1999), in vitro kosullarda korunga bitkisinin hizli ¢ogaltimi igin bir yontem
gelistirmistir. Bu yontemde biiyiime ortamindaki bitki biiylime diizenleyicilerinin orani
optimize edildikten sonra, farkli konsantrasyonlar da ki BAP, IBA ve NAA ilave edilen
MS, ortaminda, tek bir embriyodan, 8 haftada ¢ok yiiksek oranda siirgilin ¢ogaltimi elde
edilmistir. En yiiksek siirgiin ¢ogaltimi, 2 mg/L BAP ile IBA’nin 0.05, 0.1 ve 0.5
mg/L’lik ortamlarindan veya 8 mg/L BAP ile 0.05 mg/L NAA ortamindan elde
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edilmistir. En yiiksek siirgiin boyu yalnizca 2 mg/L BAP’in bulundugu ortamda
gozlemlenmistir. Elde edilen siirglinler 1 mg/L IBA iceren MSy ortaminda

koklendirilmistir.

Akgura vd. (1999), korungada yaptiklar1 ¢alismada eksplant olarak hipokotil, epikotil,
kotiledon, yaprak ve kok pargalarini kullanmislardir. En fazla siirgiin rejenerasyonunu
BAP ve NAA igeren ortamdan elde etmisler ve bu siirgiinleri 0.2 mg/L IBA igeren %2
MS ortaminda koklendirmislerdir.

Shibli ve Ajlouni (2000), endemik siyah iris (Iris nigricans)’te somatik embriyogenesi
kallus, siispansiyon ve protoplast kiiltiiriinden elde etmiglerdir. Kalluslarin alt kiiltiirti
45 uM 2,4-D, 0.5 uM Kinetin, 4.5 uM NAA ve 300 mg/L Prolin igeren ortamda,
karanlik kosullarda yapilmistir. Rejenerasyon ortami olarak BA, 2IP, Zeatin ve TDZ (0,
4, 5,9 ve 135 pM)’nin 0.49 uM IBA ve 0.45 uM 2,4-D ile kombinasyonu ile
hazirlanan ortamlar kullanilmigtir. Maksimum embriyogenesis 4.5uM BA’da elde
edilmistir. Zeatin ve TDZ’nin embriyogenesis tizerinde etkisi olmadig goriilmiistiir. 0.2
M Sukroz; Glukoz ve Fruktoz ile karsilastirildiginda daha etkili oldugu bulunmustur.
4.5 uM 2,4-D igeren ortamda 4 hafta i¢inde siispansiyon kiiltiiriinden gelisen hiicreler
0.2 M sukroz, 4.5 uM BA igeren ortama transfer edildiginde oldukga iyi sonuglar (3568
embriyo/g hiicre) elde edilmistir. Calisma sonucunda gelisen embriyolarin % 90’1
koklenerek tam bir bitki haline gelmislerdir. Uretilen bitkilerin ise % 95°i dis kosullara

aktarilmistir.

Bhatt ve Dhar (2000), Bauhinia vahlii bitkisinde etkili bir rejenerasyon yontemi
gelistirmislerdir. Thidiazuron (TDZ) ve kinetin (1,0 M) kombinasyonu siirgiin sayisin
onemli diizeyde artirmustir. 1,0 uM NAA ilave edilmis % MS ortaminda siirgiinlerin
%83’ koklenmistir. Di1s kosullara alistirmadan once farkli seker konsantrasyonlari
uygulanmasinin canlilik yiizdesinin tizerine herhangi bir etkisi olmazken, bitki kalitesini
gelistirmistir. Bitkilerin %50’si soilrite + kum + toprak (2:1:1) toprak kasiminda dis

kosullara alistirilmistir.
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Khawar ve Ozcan (2002), MS besin ortaminda gelisen Ali Day1 mercimek ¢esidine ait
10 giinliik stirgiinleri keserek, koklendirme icin 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L IBA igeren
MS, besin ortamina aktarmislardir. Dort hafta sonra en yiiksek koklendirme oranini (%
25), siirgilin bagina ortalama kok sayisini (7.87 adet) ve ortalama kok uzunlugunu (7.18
cm) 0.25 mg/L IBA igeren MSy besin ortamindan elde etmislerdir. Ancak, diger IBA

uygulamalarinda kék olusumunu uyaramamaislardir.

Duong vd. (2002), Lilium longiflorum bitkisinde sogan uglarindan alinan ince hiicre
tabakasi kullanilarak somatik embriyogenesis ¢alisilmistir. Eksplantlar tizerinde 45 giin
sonunda yuvarlak sekilli embriyolar olugsmustur. Somatik embriyo olusumu i¢in 4 pM
NAA ile 1.1 uM TDZ igeren ortamlarda embriyo benzeri yapilar eksplantlar tizerinden
alinip 5.4 uM NAA ve 0.4 uM TDZ igeren ortamda biiyiimeye birakilmistir. En iyi
somatik embriyo olusumu; 0.8 - 1 mm kalinhiginda ki eksplantlarda gdzlenmistir.
Olusan somatik embriyolar1 bitkiye doniistirmek igin, 30 g/L sukroz igeren MS ortama

aktarilmigtir. Tim embriyolardan, 90 giin sonunda bitki olusumu gézlenmistir.

Cocii vd. (2003), yiiksek oranda bir adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek i¢in 8
ayrt fig cesidinde olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini degisik oranlarda
biiylime diizenleyiciler iceren MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Olgunlasmamis
embriyo eksenlerinden en yiiksek siirgiin rejenerasyonu % 95 ile Kubilay ¢esidinden 4
mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA igeren besin ortamindan; eksplant basina en fazla siirgiin
9.47 adet ile Sariel¢i gesidinden 2 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA igeren besin
ortamindan elde edildigini bildirmislerdir. Olgunlasmamis kotiledon eksplantlarinda ise
hi¢ siirglin rejenerasyonu elde edememislerdir. Gelisen bu siirglinleri daha sonra,
keserek 2.5 mg/L IBA igeren MS; besin ortaminda koklendirmislerdir. Son olarak

koklenen siirgiinler saksilara aktarmislardir.

Degirmenci (2004), korungada koklendirme amaciyla farkli besin ortamlarinda degisik
oksin konsantrasyonlarint uygulamistir. Denemeler sonucunda en fazla koklenme
yiizdesini 1.5 mg/L IBA iceren %3 sukroz ve /2 MS ortamindan elde etmistir. Saglikli

koklenen siirgilinleri 2 farkli torf ve kokonat lifinden olusan 3 degisik saks1 ortaminda
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denemeye almistir. Bu deneme sonucunda en fazla canli bitki oran1 %78.33 ile kuru

madde orani 120 g/L olan torftan elde etmistir.

Erdogan vd. (2004), Burgak (Vicia ervilia) bitkisinde yaptiklari ¢alismada, tohumlari
MS besin ortaminda ¢imlendirdikten 4-5 giin sonra gelisen bitkilerden kotiledon bogum
eksplantlarini izole ederek degisik oranlarda TDZ veya BAP ve NAA iceren MS besin
ortaminda kiiltiire almiglardir. Eksplant basina en fazla siirgiin sayisin1 15.7 adet ile 7
numarali hattan 4 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA iceren besin ortamindan elde
etmislerdir, ayrica adventif siirgiin rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin
basinda ortamda bulunan bitki biliyiime diizenleyicilerinin oldugunu ve besin
ortamindaki oksin-sitokinin dengesinin iyi ayarlanmasi neticesinde yiiksek oranda
adventif siirglin rejenerasyonunun elde edilebilecegini bildirmiglerdir. Gelisen
stirgiinleri daha sonra degisik oranlarda IBA igeren MSy ortaminda koklendirmeye
almiglar ve 7 hafta sonra en yiliksek koklenme oranmni (% 100) ve siirglin basina

ortalama kok sayisini (6 adet) 2 mg/L IBA igeren ortamdan elde etmislerdir.

Erdogan vd. (2005), yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek igin 6
farkli burgak (Vicia ervilia) hattina ait olgunlasmamuis kotiledon ve embriyo eksenlerini
degisik oranlarda TDZ iceren MS besin ortaminda kiiltire almislardir. TDZ
konsantrasyonlari, hatlar ve kullanilan eksplantlarin siirgiin rejenerasyonuna onemli
etkisi oldugunu belirlemislerdir. En yiiksek siirgiin olusturan eksplant oram1 % 90 ve
eksplant basina en fazla siirgiin sayist da 22 adet olarak belirlenmistir. Sekizinci hattan
elde edilen adventif siirgiinleri farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA ve TDZ igeren
ortamlarda hizli ¢ogaltima almiglardir. Burada eksplant basina en yiiksek siirgiin
sayisint 7.33 adet ile 2 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA igeren MSy besin ortamindan
saglamiglardir. Gelisen siirgiinleri daha sonra, 2 mg/L IBA igeren MS, ortaminda

koklendirmislerdir.

Yildiz vd. (2005), son yillarda siirglin rejenerasyonunu artirmada yaygin olarak
kullanilan TDZ’nin keten hipokotil eksplantlarindan siirgiin gelisimi iizerine olan

etkisini BAP ve NAA ile karsilagtirilmiglardir. Ozellikle gen arkami yapildiktan sonra,
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gen aktarilmis dokulardan transgenik siirgilinlerin rejenerasyonu son derece onemlidir.
Basaril1 bir gen aktarimi i¢in adventif siirgiin rejenerasyonunun ve o6zellikle de eksplant
basina rejenere olan siirgiin sayisinin yiiksek olmasi gerekmektedir. Keten hipokotil
eksplantlarindan yiiksek adventif siirglin elde etmek i¢in rejenerasyon ortaminda yaygin
olarak BAP ve NAA kullanilmaktadir. Farkli TDZ dozlar (1, 2, 4 ve 8 mg/L) arasinda;
stirgiin rejenerasyon orani eksplant bagina siirgiin sayis1 ve petri basina toplam siirgiin
sayis1 bakimindan en uygun dozun 2 mg/L oldugunu belirlenmis ve TDZ dozlart BAP

ve NAA ile karsilagtirilmistir.

Celiktas vd. (2006), korungada kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu elde etmek
amaciyla degisik bitki pargalarini (bogum arasi, yaprakcik, apikal meristem, yaprak
sap1, olgunlagsmamis ¢igcek durumu) degisik oranlarda NAA, BAP ve Kinetin iceren B5
besin ortaminda kiiltiire almislardir. Eksplant tipine ve ortam bilesimine bagli olarak
eksplantlardan organogenesis, somatik embriyogenesis ve direk siirgiin olusumu
gozlemislerdir. En fazla siirgiin rejenerasyon oranini apikal meristemlerden 10.7 uM
NAA ve 2.3 pM kinetin igeren B5 besin ortamindan elde etmislerdir. Elde edilen
stirglinleri 9.8 pM IBA igeren 2 MS besin ortaminda koklendirmislerdir.

Yildiz ve Ozgen (2006), BAP, NAA ve TDZnin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin ii¢ keten ¢esidinin hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu
tizerine olan etkisi arastirmislardir. En iy1 sonuglar, 1 mg/L BAP ve 0,02 mg/L. NAA
iceren MS ortamindan; Madaras 1886 Sel. ve Clarek ¢esitlerinde sirasiyla eksplant
agirliginda 1054, 944, ve 800 mg, siirgiin rejenerasyonunda % 100, % 96.7 ve % 70,
eksplant basina siirgiin sayisinda 9.8, 9.8 ve 15.4 petri basina toplam siirgiin sayisinda
98, 96 ve 108 olarak elde edilmistir. 1 mg/L’nin tizerinde artan TDZ dozlar1, eksplant
tizerinde toksik etki gdstermis ve siirglin rejenerasyon frekansini onemli derecede

diismiistiir. TDZ’nin ketenin in vitro kiiltliriinde yalniz basina kullanilmasi 6nerilmistir.

Dimech vd. (2007), Doryanthes excelsa bitkisinde IBA, NAA, 2,4-D, TDZ ve BAP’in
fizyolojik gelismeye etkisi incelenmistir. Eksplant olarak dikey kesilmis olgunlasmamis

cicek sapt kullanilmistir. En iyi (%46,2) kallus olusum oran1 50 uM NAA ve 0,5 uM
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TDZ igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. Ancak en yiiksek sogan olusumu
(%56,8) 0,5 uM NAA ve 50 uM TDZ igeren ortamdan elde edilmistir. Koklendirme
icin gelisen stirgiinler 6 hafta sonra 50 uM NAA ile muamele edilmistir. Gelisen

bitkiciklerin iklim odasinda adaptasyon saglanmuistir.

Tang vd. (2007), Chirita heterotricha bitkisinin yaprak eksplantlarindan 0,1 mg/L. NAA
ve 0,1 mg/LBAP iceren MS ortamda yiiksek oranda (39,5 adet) siirgiin elde edilmistir.
Elde edilen bitkiler 5 mg/L aktif komiir ve 30 g/L sukroz igeren 2 MS ortaminda
koklendirilmistir. Koklenen bitkilerin % 95 basari ile dis kosullara adapte edilmistir.

Sahin - Demirbag (2008), askorbik asit eklenmis TDZ, 6-benzyl amino purine ve
naftalin asetik asit igeren MS ortaminda nohut miirdimiigi (L.cicera L.)’nun
olgunlagsmamis embriyo eksplantlarini kullanmistir. Bir bitkide goriilen en yiiksek
slirglin sayis1 0,45 mg/L TDZ ve 0,4 mg/L askorbik asit eklenmis MS ortaminda
gozlenmistir. Siirgiinler 7 dakika boyunca 50 mg/L IBA ile muamele edilerek
koklendirilmistir. Bitkicikler sera ortaminda basarili bir sekilde dis kosullara

alistirilmastir.

Sahin - Demirbag (2008), in vitro’da tohumlardan gelisen L.cicera L.’dan alinan
kotiledon eksplantlarin1 kullanmis ve 0,2 mg/L TDZ igeren MS ortaminda %100 siirgiin
rejenerasyonu rapor etmistir. 0,2 mg/L TDZ ve 300 mg/L Casein hydrolsate igeren MS
ortaminda kaydedilen bitki basina en yliksek siirgiin rejenerasyonu sirasiyla 11.83 ve
10,56’dir. % 60 koklenme orani 5 ve 7,5 dakika boyunda 100 mg/L IBA ile muamele

edilerek elde edilmistir.

Kendir vd. (2009), TDZ ve BAP-NAA’nin ¢esitli konsantrasyonlarini askorbik asitli ve
askorbik asitsiz  sekilde kullanarak  miirdimiiglin  olgunlasmamis  zigotik
embriyolarindan siirgiin rejenerasyonu elde etmistir. Arastirmalar askorbik asit
olmaksizin hem TDZ hem de BAP-NAA’nin fenolik bilesiklerin salinimina bagli olarak
bitkide siirgiin rejenerasyonuna etki yapmadigini gostermistir. 0,45 mg/L TDZ

(askorbik asitli) igeren MS ortaminda yan siirgiin rejenerasyonu, BAP-NAA (askorbik
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asitli)’ya gore ¢ok daha yiiksektir. Gelisen siirgiinler en iyi 0,90 mg/L NAA eklenmis
MS ortaminda koklendirilmistir. Koklenen bitkicikler sera ortaminda dis kosullara

alistirilmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasinda iilkemizde yaygin olarak yetistirilen Gozlii ekotipine ait tohumlar

kullanilmustir.

3.2 Besin Ortami ve Doku Kiiltiirii Kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige and Skoog 1962; ¢izelge 3.1)
ile %3 sukroz igeren ve % 07’lik agar (Type A, Sigma) ile katilagtirilan temel besin
ortami (MSp) kullanilmistir. Ortamlarin hazirhiginda bidistile su kullanilmigtir. Besin
ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’¢ ayarlandiktan sonra
1.2 atmosfer basing altinda ve 121 °C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir.
Uygulanan yiiksek 1sinin eklenecek hormonlarin yapisini bozma ihtimali iizerine
sterilizasyon sonrast MSp ortamina farkli dozlarda steril TDZ, NAA ve BAP

eklenmistir.

Tim kiiltiirler beyaz florasan 1s1ginda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta
24 °C’de tutulmustur. Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin iginde
yiiriitiilmiistiir. Kaplarin, saf su ve ortamin sterilizasyonunda 1.2 atmosfer, 121°C ve 20
dakikaya ayarli otoklav kullanilmistir. Cam petri kutulari, 160 °C’de 2 saat etiivde steril

edilmistir.

Biiylimeyi diizenleyiciler uygun c¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra saf su ile istenen

miktarlarda ve oranlarda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 3.2 ).
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Cizelge 3.1 MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlar1

Besin Maddeleri

Konsantrasyonu (mg/L)

NHsNO3 1650
Makro KNO; 1900
Elementler CaCl,.2H,0 440
MgS0O,4.7H,0 370
KH2PO4 170
Kl 0,83
H3BO;3 6,20
MnS0O,4.4H,0 22,30
Mikro ZnS04.7H,0 8,60
Elementler Na;M004.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,3
CoCl,.6H,0 0,3
FeS0,4.7H,0 27,85
Na,EDTA 37,25
Myo-Inositol 100,00
Nikotinikasid 0,50
Vitaminler Pyrotinikasid 0,50
Thiamin-HCI 0,10
Glysin 2,00
Cizelge 3.2 Biiyiime diizenleyiciler, ¢6ziiciiler ve saklama kosullar1
Biiyiime Diizenleyicileri Coziicu Saklama Kosullar (°C)
NAA 1 N NaOH +4
BAP 1 N NaOH +4
TDZ DMSO0 +4
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3.3 Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin saglanacagi dozlar (meyve kabuklu veya
kabuksuz) belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alisma igin kabuklu halde sterilizasyon
uygulamasinda %100 ve % 90 oranlarinda ticari gamasir suyu, Tween 80 ve bidistile su
kullanilmistir. Kabuksuz yiizey sterilizasyonu i¢in %100, %80, %70 ve %60 oranlarinda
ticari camasir suyu ve bidistile su kullanilmistir. Ayrica daha sonra alinan sonuglarin
dogrultusunda %50 etil alkol ve bidistile su ile de uygulama yapilmistir. Biitiin

caligmalarin sonunda bitki materyali steril bidistile su ile 3 kez durulanmistir.

Cimlenmeyi kolaylagtirmak i¢in tohumlarin dis kavuzlart el yordami, tirnak makasi ve
zimpara kagidi kullanilarak tohumdan ayrilmistir. Bu yontemler arasinda zimpara
kagidi ile yapilan en kolay ve cabuk sonuca ulastiran ydntem olmustur. Iki zimpara

arasina kavuzlu tohumlar koyularak saat yoniinde ¢evirimle suretiyle uygulanmaistir.

3.4 Tohumlarin Cimlendirilmesi

Steril edilen tohumlar, yine steril magenta kaplar1 igerisinde, %3 sukroz iceren ve
%0.7’lik agar ile katilastirilan MSy besin ortaminda 24°C’de 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta c¢imlendirilmistir. Her magenta kabina 10 adet tohum
yerlestirilmistir. Tohumlarin ¢imlenmeye alinmasindan 8-10 giin sonra gelisen

fidelerden kotiledon, 30-45 giin sonra sap ve yaprak eksplantlari kiiltiire alinmustir.

3.5 Eksplant Izolasyonu

Kotiledon, govde ve yaprak eksplantlari, in vitro yetistirilen bitkiciklerden elde
edilmistir. Her biri 4-7 mm uzunlugunda kesilip parcalara ayrildiktan sonra degisik
dozlar iceren TDZ, BAP ve NAA hormonlarinin bulundugu petrilere aktarilmistir.
Eksplantlar 7-9 hafta boyunca bu ortamlarda tutulduktan sonra MSy ortamina alinip 1-2

hafta bu ortamda tutulmustur.
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3.6 Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler Cogii vd. (2003) ve Degirmenci (2004)’den yararlanilarak 0,5-3
cm uzunluguna ulastifi zaman kesilerek 1,5 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda

koklendirilmistir.

3.7 Koklenen Siirgiinlerin Dis Sartlara Ahstirilmasi

Koklenen siirgiinler Cogli vd. (2003) ve Degirmenci (2004)’den yararlanilarak
icerisinde torf bulunan saksilara aktarilip 6ncelikle yiiksek nemde iklim dolabinda daha

sonra nem miktar1 yavas yavas diisliriilmek suretiyle normal seviyeye alistirilmistir.

3.8 Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
kurulmus olup, her bir tekerriirde 10 eksplantin kiiltiire alindigr 100x10 mm’lik petri
kutular1 veya Magenta kaplar1 kullamilmigtir. Caligmadan elde edilen veriler
bilgisayarda “SPSS for Windows” programu ile tesadiif parselleri deneme desenine gore

analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Yiizey Sterilizasyonu

Biitiin denemelerinde 15 dakika sterilizasyon siiresi uygulanmis olup, son olarak 5’er

dakikadan 3 kez steril su ile durulama islemleri yapilmistir.

4.1.1 Meyve sterilizasyonu

Korunga meyve kabuguna sahip bir bitkidir (Sekil 4.1). Dolayisiyla ilk denemeler
kabuklu sekilde uygulanmistir. Uygulamalarda farkli oranlarda ticari ¢amasir suyuve
Tween-20 kullanilmis olup, elde edile sonuclar ¢izelge 4.1°de verilmistir. Cizelge
4.1’den de gozlendigi gibi kullanilan tiim denemelerde %100 oraninda g¢imlenme
gozlenmigtir. Ancak, %90 camasir suyu kullanilan denemelerde bulasiklik %100
oraninda giderilememistir. %100 ¢amasir suyu kullanildiginda ise bulasiklik tamamen
giderilebilmistir. Ote yandan meyvelerin in vitro kosullarda ¢imlendirmeye alindig

denemelerde fide gelisimi zayif olmustur.

Sekil 4.1 Korunga meyvesi
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Cizelge 4.1 Meyve kabuklu yiizey sterilizasyon sonuglari

Camagir Suyu (%) Kontaminasyon Orani (%) Clmlerg;;; Orant
100 0 100
%0 14 100
90 + Tween 20 8 100

4.1.2 Tohum sterilizasyonu

Kabuklu meyvelerin sterilizasyon denemelerinde kontaminasyon gozlendiginden ve iyi
bir fide gelisimi gozlenmediginden dolayi, meyve kabugu tirnak makasi, el veya
zimpara kagidi kullanilarak tohuma zarar vermeden ayrilip MSo’l1 ortama ekilmistir.
(Sekil 4.2). Ozellikle yapilan calismalarda kabuklu meyvelerin zimpara kagidinin
arasia konularak ve saat yoniinde hafif¢e gevrilmek suretiyle tohumlar dis kabuktan
kolayca ayrilmugtir. Ilk denemede %100 ticari camasir suyu ile yapilmis olup herhangi
bir ¢imlenme gozlenmemistir. Bunun {izerine konsantrasyon seviyeleri diisliriilerek
yapilan denemelerde beklenen en yiiksek ¢imlenme degerini %70 ve %60 oranlarinda
kullanilan ticari ¢amasir suyunun uygulandigi denemeden elde edilmistir (Cizelge 4.2).
Ancak, %60 camasir suyu uygulamasinda onemli oranda bulasiklik da gozlenmistir.

Bundan dolay1 tiim denemelerde %70°lik ¢amasir suyu kullanilmistir.

Sekil 4.2 Meyveden ¢ikartilmig tohumlarin in vitro ¢imlendirmeye alinmasi
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Cizelge 4.2 Meyve kabuksuz korungaya uygulanan sterilizasyon ¢aligmalari

Camasir Suyu (%) Kontaminasyon Oram (%) Cimlel:;; Oram
100 0 5
% %0 76.7
® 0 100
60 11.0 100

4.2 Siirgiin Rejenerasyonu

4.2.1 Farkh TDZ ve BAP konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu elde etmek icin yapilan caligmalarda in vitro
gelisen bitkiciklerden elde edilen kotiledon, yaprak ve govde eksplantlar1 degisik
konsantrasyonlara sahip biiyiime diizenleyiciler igeren besin ortamlarinda plastik
petriler igerisinde kiiltiire alinmistir. Calismada TDZ (0.5, 1 ve 2 mg/L), BAP (0.5, 1 ve
2 mg/L) ve NAA (0.5, 1 ve 2 mg/L)’in degisik doz ve kombinasyonlarinin adventif
siirglin rejenerasyonuna etkileri arastirilmistir. Kiiltiir ortamina alindiktan sonra 1-12
hafta boyunca tiim eksplantlar gozlemlenmistir. Olusan kalluslardan 8-12 hafta sonra
slirgiin rejenerasyonu gézlemlenmis olup, sonuglari ¢izelge 4.3’te verilmistir. Govde ve
kotiledon eksplantlarinda kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en yliksek
degerler 1,0 TDZ mg/L ve 0,5 BAP mg/L (govde %83,33, kotiledon %23,30)
uygulamasinda elde edilirken (Sekil 4.3), yaprak eksplantinda ise 1.0 mg/L TDZ ve 1.0
mg/L BAP ile 2.0 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L BAP igeren besin ortamindan elde edilmistir.
Adventif siirgiin rejenerasyonunda plastik petride yetisen toplam siirgiin sayisinda 1,0
mg/L TDZ ve 0,5 BAP mg/L uygulamasi en yiiksek degerler govde eksplantindan elde
elde edilmistir. Ancak kotiledon eksplantinda herhangi bir siirgiin olusumu
gbzlenmemistir. Ayrica, 1,0 mg/L TDZ sabit tutuldugunda hatta gévde ve kotiledon
eksplantlarinda BAP konsantrasyonu arttikga kallus olusumun diistiigli gzlemlenmistir.

Yaprak eksplantindaki kallus olusumlari {izerinden en yiiksek deger 1,0 mg/L TDZ ve
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1,0 mg/L BAP uygulamasinda elde edilmistir. Buna karsin en yiiksek adventif siirgiin
olusumu 0,5 mg/L TDZ ve 1,0mg/L BAP igeren ortamda (2,60 adet) elde edilmistir.

Sonug olarak eksplantlara uygulanan degisken dozlar icerisinde gévde eksplant1 gerek
kallus olusumu gerekse adventif siirglin rejenerasyonu bakimindan en yiiksek degerleri

1,0 TDZ mg/L ve 0,5 BAP mg/Ligeren besin ortaminda vermistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.3 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 1.0 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L BAP igeren
besin ortaminda gévde eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu
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Cizelge 4.3 Farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda TDZ ve BAP uygulamalarinin
govde, yaprak ve kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu, eksplant bagina
stirglin sayisi lizerine etkisi

Biiyiime
Eksplant Basina Ortalama
Diizenleyiciler Kallus Olusumu (%) o
Siirgiin Sayis1 (adet)
(mg/L)

TDZ BAP Govde | Yaprak | Kotiledon | Govde | Yaprak | Kotiledon
0.5 0.5 16.00c | 3.30d 0.00d 0.00d | 0.00b 0.00
0.5 1.0 3.30d 3.30d 0.00d 0.26 b 0.26 a 0.00
0.5 2.0 0.00 f 6.60 c 0.00d 0.00d 0.00b 0.00
1.0 0.5 83.33a | 16.60b | 23.30a 286a | 0.00b 0.00
1.0 1.0 30.00b | 33.30a 3.30¢c 0.13c 0.00b 0.00
1.0 2.0 3.30d 10.00c | 10.00b 0.00d 0.00b 0.00
2.0 0.5 0.00 f 30.00 a 0.00d 0.00d 0.00 b 0.00
2.0 1.0 0.00 f 16.60 b 0.00d 0.00d 0.00 b 0.00
2.0 2.0 3.30d 3.30d 0.00d 0.00d 0.00b 0.00

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.

4.2.2 Farkh TDZ ve NAA konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Cizelge 4.4’de besin ortamina farkli konsantrasyonlarda ilave edilen BAP ve NAA nin
kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonuna etkisi verilmistir. Cizelge 4.4 incelendiginde
BAP’iIn aksine NAA kullanildiginda kallus olusumlarinda genel bir iyilesme
gbzlemlenmistir. Kallus olusum oranlaribaz alindiginda govde eksplantinda 0,5 TDZ
mg/L ve 2,0 NAA mg/L (%100) uygulamasinda en yiliksek deger 6l¢iilmiistiir. Yaprak
eksplantinda ise 0,5 TDZ mg/L ve 2,0 NAA mg/L, 1,0 TDZ mg/L ve 1,0 NAA mg/L ile
1,0 TDZ mg/L ve 2,0 NAA mg/L uygulamalarinda en yiiksek degerler 6lgiilmistiir.
Kotiledon eksplantinda da 2,0 TDZ mg/L ve 1,0 NAA mg/L uygulamasinda en yiiksek

kallus olusumu gozlenmistir.
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Adventif siirgiin rejenerasyonu goz Oniine alindiginda govde eksplantinda 2,0 TDZ

mg/L ve 0,5 NAA mg/L uygulamasi en yiiksek (6,33 adet) degeri; yaprak eksplantinda
ise 2,0 TDZ mg/L ve 1,0 NAA mg/L uygulamasi en yiiksek (4,00 adet) degerini

vermistir.

NAA’nin artirilmast

siirgiin olusumuna olumsuz yonde etki

ettigi

gozlemlenmistir (Cizelge 4.4). Kotiledon eksplantinda ise tiim uygulamalarda siirgiin

rejenerasyonu gozlenmemistir.

Cizelge 4.4 Farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda TDZ ve NAA uygulamalarinin
govde, yaprak ve kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu, eksplant basina
slirglin sayisi lizerine etkisi

Biiyiime
Eksplant Bagina Ortalama

Diizenleyiciler Kallus Olusumu (%) -

Siirgiin Sayis1 (adet)
(mg/L)

TDZ | NAA | Gévde | Yaprak | Kotiledon | Gévde | Yaprak | Kotiledon
0.5 0.5 93.30a | 86.60a | 0.30e 0.00c | 0.00c 0.00
0.5 10 | 93.30a |9330a| 5330b | 0.00c | 0.00c 0.00
0.5 20 | 100.00a | 96.60a | 4330b | 0.00c | 0.00c 0.00
1.0 0.5 | 50.00b | 90.00a| 330e | 0.00c | 0.00c 0.00
1.0 10 | 3660c | 96.60a | 3.30e | 000c | 0.00¢ 0.00
1.0 2.0 63.30b | 96.60a | 63.30a | 0.00c | 0.00c 0.00
2.0 0.5 90.00a | 50.00c | 16.60c | 0.63a | 0.00c 0.00
2.0 1.0 96.60a | 73.30b | 76.60a | 046a | 0.40a 0.00
2.0 2.0 63.30b | 63.30b | 6.60d 0.20b | 0.11b 0.00

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

4.2.3 Farkh TDZ konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonuna etKisi

TDZ, NAA ve BAP biiyiime diizenleyicilerinin birlikte kullanilmas1 sonucunda yiiksek

oranlarda siirgiin rejenerasyonu elde edilemediginden dolay1 bu calismada tek basina
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0.1, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/L TDZ konsantrasyonlart kullanilmisgtir. Ayrica bu ¢aligmada

denemeler plastik ve cam petri kutularinda ayri ayr1 yiiriitilmistiir.

4.2.3.1 Plastik petri kutularinda yapilan ¢calismalar

Petrolden elde edilen polistiren, monomer haldeki stirenden polimerizasyon ile
tiretilen bir polimerdir. Polistirenden iretilen plastik petrilerde yapilan calismalar
cizelge 4.5°de verilmistir. En yiiksek kallus olusum oranlar1 1,0 TDZ mg/L dozunda
govde (%86,60) ve yaprak (%46,60) eksplantindan; 4,0 TDZ mg/L dozunda da

kotiledon (%66,60) eksplantindan elde edilmistir.

Adventif siirgiin rejenerasyonunda petri basina toplam siirgiin sayisi baz alindiginda 1,0
TDZ mg/L dozunda gévde (3,00 adet) ve yaprak ( 0,70 adet); kotiledon eksplantida ise
4,0 TDZ mg/L dozunda (7,00 adet) en yiiksek degerler elde edilmistir. Gévde ve yaprak
eksplantlarinda optimal TDZ dozunun 1,0 mg/L, kotiledon eksplantinda ise TDZ
oraninin 1.0 mg/L’den 4,0 mg/L’ye artmasi gerek kallus gerekse adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisinin olumlu yonde oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.5). Farkh

eksplantlardan elde edilen sonuglara ait gorseller ise sekil 4.4 - 4.6’da verimistir.

1zelge 4.5 Farkli onsantrasyonlarinin plastik petrilerde kulture alinan govde,

Cizelge 4.5 Farkli TDZ k yonl plastik petrilerde kiiltiire al govd
yaprak ve kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu, eksplant basina siirgiin
sayisi lizerine etkisi

Eksplant Basina Ortalama
TDZ Kallus Olusumu (%)
Siirgiin Sayisi (adet)
(mg/L) , : " .
Govde Yaprak | Kotiledon | Govde | Yaprak | Kotiledon

0.1 0.00d 0.00c 13.30 b 0.00c 0.00 b 0.00 ¢
0.5 26.60 c 0.00c 10.00 b 0.00c 0.00b 0.00c
1.0 86.60 a 46.60 a 0.00 c 0.30a 0.07 a 0.00 ¢
2.0 46.60 b 6.60 b 10.00 b 0.07b 0.00b 0.20b
4.0 26.60 c 10.00 b 66.60 a 0.10b 0.00b 0.70a

Aymni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Stiren&action=edit&redlink=1

Sekil 4.4 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 1.0 mg/L TDZ igeren besin ortaminda
govde eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu

Sekil 4.5 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 4.0 mg/L TDZ igeren besin ortaminda
kotiledon eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu
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Sekil 4.6 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 1.0 mg/L TDZ igeren besin ortaminda
yaprak eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu

4.2.3.2 Cam petri kutularinda yapilan calismalar

Calismalarda kullanilan cam petri malzemesi %13 bor oksit i¢eren 3,3. sinifinda
borosilikat camlardan iiretilmektedir. Borosilikat camlari istenen oranda boroksitin yani
sira yiiksek oranda silisyum dioksit ve diisiik oranda sodyum oksit ihtiva etmektedir.
600 °C ve tizeri sicakliklardaki kullanimlar i¢in uygundur (Anonim. 2007. T.Sise ve
Cam Fabrikalar1 A.S. Arastirma ve Teknoloji Genel Midiir Yardimciligi Yayinlari,
Istanbul).

Cizelge 4.6 incelendiginde, gévde eksplanti igin 1 ve 2 mg/L TDZ’de (%100), yaprak
eksplant1 i¢in 0,5 mg/L TDZ’de (%96,66), kotiledon eksplant1 i¢in ise 0.5, 1 ve 2 mg/L
TDZ konsantrasyonlarinda (%96,66) en yiiksek kallus olusumlari gozlemlenmistir.
Adventif siirgiin olusumunda ise gévde eksplantinda 2 mg/L TDZ (107,6 adet), yaprak
eksplantinda 2 mg/L TDZ (27,3 adet), kotiledon eksplantinda 2 mg/L TDZ (62,60 adet)

dozlarinda petri basina en yiiksek degerler elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar cam
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petri kutular1 kullanildiginda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonunun énemli oranda

arttigin1 gostermistir (Sekil 4.6 - 4.8).

Cizelge 4.6 Farkli TDZ konsantrasyonlarinin cam petrilerde kiiltlire alinan gévde,

yaprak ve kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu, eksplant basina siirgiin
sayisi lizerine etkisi

Eksplant Basma Ortalama
TDZ Kallus Olusumu (%)
Siirgiin Sayisi (adet)
(mg/L) -
Govde Yaprak | Kotiledon | Govde | Yaprak | Kotiledon
0.1 86.66 a 73.30b 80.00 b 2.36¢C 1.60b 2.22d
0.5 96.66 a 96.66 a 96.66 a 6.80b 1.43b 3.10c
1.0 100.00 a 90.00 a 96.66 a 8.80 a 240a 466D
2.0 100.00 a 93.30a 06.66 a 10.76 a | 2.73 a 6.26 a
4.0 90.00 b 80.00b 73.33b 290c 0.96¢c 1.70 e

Aymni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.7 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 2.0 mg/L TDZ igeren besin ortaminda

govde eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu

30



Sekil 4.8 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 2.0 mg/L TDZ igeren besin ortaminda
kotiledon eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu

Sekil 4.9 Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 2.0 mg/L TDZ igeren besin ortaminda
yaprak eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu
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4.2.4 Tohumdan dogrudan siirgiin rejenerasyonu

Sterilizasyon sonrasinda korunga tohumlart 380 x 240 x 115 mm boyutlarinda
magentalara 10’ar adet dikildikten sonrasiirgiin ve bitkicik olusumu igin iklim
dolaplarina yerlestirilmistir. 3 haftanin sonunda bazi magentalarda kallus olusumu
ilerleyen safhalarda bu kalluslardan siirgiinlerin olusumu gozlemlenmistir. Bunun
izerine 3 farkli in vitro ekim metodu denenmistir (Sekil 4.10 - 4.12). Ayrica ¢alismalar
sirasinda hiicre i¢i sinyal mekanizmasini uyarmak ve uygun eksplant secimi igin
¢imlendirme ortamina koyulan tohumlarin bulundugu ortama 0.1 g/L ve 1 g/L myo-
inositol uygulamalar1 yapilmistir. Ancak alinan sonuglar dogrultusunda normal MSy
ortamina nazaran daha ge¢ gelisim gosterdiginden dolay:1 degisik konsantrasyonlardaki

myo-inositol kullanimindan vazgegilmistir

Ekim metotlari:

1) Yiizey ekim: Yiizey ekim sirasinda normal ¢imlenme g6zlenmis olup, herhangi

bir kallus olusumu olmamustir.

Sekil 4.10 Korunga tohumunun yiizeye ekimi

2) Orta ekim: Tohumun magenta igerisindeki ortamin tam ortasina ekilip iizeri tekrar
ayni ortamla kapatilmak sureti ile yapilan dikimde maksimum kallus

olusumu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.11 Korunga tohumunun orta ekimi

3) Dip ekim: Tohumun magentanin dip kismina ekilmek sureti ile yapilan ¢alismada

herhangi bir ¢cimlenme veya kallus olusumu gézlemlenmemistir.

Sekil 4.12 Korunga tohumunun dip ekimi

Orta dikim sonucunda tohumdan dogrudan siirgiin rejenerasyonu ile ilgili sonuglar
cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge 4.7’den de gozlendigi gibi kullanilan tiim TDZ
konsantrasyonlarinda yliksek oranlarda kallus ve siirglin olusumu gozlenmistir. En
yiiksek kallus ve siirgiin olusumu ise 0.1 mg/L TDZ igeren besin ortamindan elde
edilmistir (Sekil 4.13). Ayrica TDZ miktar1 arttikga gerek kallus olusum ve gerekse

magenta basina diisen toplam siirgiin sayisinda azalma gozlenmistir.

Cizelge 4.7 Farkli TDZ konsantrasyonlarinin magenta kaplarinda kiiltiire alinan tohum
eksplantlarinda kallus olusumu, tohum basina siirgiin sayisi lizerine etkisi

TDZ (mg/L) Kallus Olusumu (%) | | ohum Bas‘(‘;gest;"g““ Sayisi
0.0 55.00 b 538 ¢
0.1 83.33a 14.86 a
05 60.00 b 9.80 b
10 26.66 b 9.00 b
20 56.66 b 8.07 b
4.0 16.66 d 217d

Aynt stitunda farkl harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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4.3 Elde Edilen Siirgiinlerin Kéklendirilmesi

Yaprak, govde, kotiledon ve tohum eksplantlarindan elde edilen siirgiinler 1.0 mg/L
IBA igeren besin ortaminda koklendirildikten sonra igerisinde kompast bulunan
saksilara aktarilmistir (Sekil 4.14 ve 4.15). Bitkiciklerin dis sartlara alismasini saglamak
icin Oncelikle saksilarin tlizeri naylon ile Ortiilmiis ve 1 hafta sonra naylon Ortii

acilmistir.

Sekil 4.13 Kiiltiir baslangicindan 12 hafta sonra 0.1mg/L TDZ igeren besin ortaminda
tohum eksplantlarinda kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu
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Sekil 4.15 Koklenen bitkiciklerin topraga aktarilmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Doku kiiltlirlerinin  basarisin1  etkileyen faktorlerin basinda bakteri ve mantar
bulasikliklarinin  olmamasidir. Bundan dolayr kullanilacak bitki materyalinden
kaynaklanabilecek bulasikligin baslangi¢ asamasinda giderilmesi gerekmektedir. Bitki
materyalinden kaynaklanan bulasikligin giderilmesinde en yaygin kullanilan yontem ise
ticari ¢amasir suyu (sodyum hipoklorit) ile yapilan yiizey sterilizasyonudur. Eger
kullanilacak bitkisel materyalde herhangi bir enfeksiyon bulunmuyorsa, yiizey
sterilizasyon uygulamalari ¢ok basarili olmaktadir. Ancak yiizey sterilizasyonda
kullanilacak olan dezenfektan miktar1 ve siiresi biiyilk onem tasimaktadir. En ideal
dezenfektan miktar1 ve siiresi ise dokuya en az zarar veren ancak, bulasikligi tamamen
gideren uygulamadir (Oztiirk 2002). Genellikle yesil aksam i¢in daha diisiik miktarlarda
ve siirelerde dezenfeksiyon uygulanirken, tohum gibi sert bitki materyalinde miktar ve
oran artirilabilmektedir. Ancak, dokunun ve tohumun igine islemis olan enfeksiyonlarin
yilizey sterilizasyonla giderilmesi miimkiin olmamaktadir. Bundan dolay1 baslangi¢
materyali olarak hastaliksiz temiz bitki materyalinin kullanilmasi son derece biiyiik

Onem tagimaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda da meyve ve tohumlar ticari camasir suyuyla ylizey sterilizasyona
tabi tutulduktan sonra, in vitro’da ¢imlendirilerek baslangi¢ materyali olarak bulasiksiz
in vitro gelisen bitkicikler elde edilmeye ¢alisilmigtir.  Yiizey sterilizasyon igin ticari
camagsir suyu kullanilmistir. Dogrudan meyveler yiizey sterilizasyona tabi tutuldugunda
%100 ¢amasir suyundan diisiik uygulamalarda bulasiklik gézlenmistir. %100 ¢amasir
suyu uygulamasinda bulasiklik olmazken, ¢imlenme oranida %100 olmustur. Ote
yandan meyve kabugu cikartildiktan sonra, dogrudan tohumlarin yiizey
sterilizasyonunda en uygun uygulamanin %70’lik ¢amasir suyu oldugu goézlenmistir.
Daha yiiksek oranlarda c¢amasir suyu uygulamalari tohumun ¢imlenme oranin
diistirmistiir. Cimlenen ve bulasikligin giderildigi tohumlardan saglikli bitkicikler elde
edilerek siirglin rejenerasyonunda kullanilan yaprak, govde ve Kkotiledon gibi

eksplantlarin kaynagi olarak kullanilmistir.
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Yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu elde etmek i¢in yapilan ilk ¢aligmalarda in vitro
gelisen bitkiciklerden elde edilen kotiledon, yaprak ve govde eksplantlari degisik
konsantrasyonlara TDZ, BAP ve NAA iceren besin ortamlarinda ve plastik petri
kaplarinda kiiltiire alinmistir. Yapilan bu calismalarda kullanilan tiim eksplantlar ve
TDZ iceren biiyiime diizenleyici kombinasyonlarinda siirgiin rejenerasyon orani
nisbeten diisiik olmakla birlikte, en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 1.0 mg/L TDZ ve 0.5
mg/LL. BAP iceren besin ortamlarinda govde eksplantindan elde edilmistir. Benzer
sekilde besin ortamlarinda TDZ kullanilmasi iris (Shibli ve Ajlouni 2000), burgak
(Erdogan vd. 2004) ve keten (Y1ldiz ve Ozgen 2006) tiirlerinde siirgiin rejenerasyonunu

artirmamaigtir.

Plastik petri kutulartyla karsilastirildiginda, cam petri kutular1 igerisinde yapilan
denemelerde yiiksek oranlarda siirglin rejenerasyonu elde edilmistir. Cam petri
kutularinda yapilan denemelerde tek basina TDZ’nin farkli konsantrasyonlari
kullanilmis ve en yiiksek rejenerasyonu 1 veya 2 mg/LL TDZ kullanilan besin
ortamlarindan elde edilmistir. Benzer sekilde bu TDZ dozlarinin siirgiin
rejenerasyonunu artirdigr Yildiz vd. (2005) ve Yildiz ve Ozgen (2006) tarafindan da
bildirilmigtir.  Plastik petri kutulariyla karsilagtirildiginda, cam petri kutularinda
rejenerasyonun daha yiliksek olmasinin en 6nemli nedenlerinin basinda cam petrilerde
151k gecirgenliginin daha yiiksek olmasi belirtilebilir. Ayrica, plastik petri kaplarinda
daha fazla etilen birikimi ile in vitro bitki gelisimini engelleyen diger toksik bilesiklerin

de daha yiiksek oranlarda olusabilecegi diistinlilmektedir.

Dogrudan tohumlarin farkli konsantrasyonlarda TDZ iceren besin ortamlarinin
bulundugu magenta kaplarina ekimi neticesinde de bu tohum eksplantlarinda cok
yiiksek oranlarda siirglin gelisimi gozlenmistir. Tohum eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonunun yiiksek olmasinin en Onemli nedeninin embriyoda bulunan
meristemlerin hizli gelisim gdstermesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Tohumdan
en yiiksek siirglin rejenerasyonu ise 0.1 mg/LL TDZ igeren MS besin ortamindan elde
edilirken, yiiksek TDZ oranlar1 rejenerasyonu olumsuz yonde etkilemistir. Benzer
sonuclar Yildiz ve Ozgen (2006), Sahin ve Demirbag (2008) ve Kendir vd. (2009)

tarafindan da elde edilmistir.
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Sonug olarak, plastik petri kutularinda yapilan ¢aligmalarda BAP ve NAA ile birlikte
veya tek basina kullanilan TDZ’ nin siirgiin rejenerasyonuna etkisi diisiik olmustur. Ote
yandan, TDZ cam petri kutularinda kullanildig1 zaman yiiksek etki gostererek siirgiin
rejenerasyonunu onemli oranda artirmistir. Bu sonuglar cam petri kutularinin in vitro

stirgilin rejenerasyonunda plastik petri kutularindan daha etkili oldugunu gostermistir.

38



KAYNAKLAR

Acikgdz, E. 2001. Yem Bitkileri. Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Bolimii, 83-94s., Bursa.

Akgura, M., Eskalen, A. ve El¢i, S.1999. Korungada (Onobrychis viciifolia Scop.)
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu. Tirkiye II1. Tarla Bitkileri
Kongresi,Cilt I, Genel ve Tahillar, s 47-51, Adana.

Aktoklu, E. 1995. Tirkiye’de Yetisen Onobrychis Miller. (Fabaceae) tiirlerinin
revizyonu. Doktora Tezi. Inonii Universitesi, Malatya.

Anonim. 2007. T.Sise ve Cam Fabrikalar1 A.S. Arastirma ve Teknoloji Genel Miidiir
Yardimcilig1 Yayinlari, s 56, Istanbul,

Anonim. 2014. Web Sitesi: www.tuik.gov.tr/PrelstatistikTablo.do?istab_id=61 Erisim
Tarihi: 01.09.2014

Barna, K.S. and Wakhlu, A.K. 1994. Whole plant regeneration of Cicer arietinum from
callus cultures via organogenesis. Plant Cell Rep. 13: 510-513.

Bhatt 1.D. and Dhar, U. 2000. Combined effect of cytokinin on multiple shoot
production from cotyledonary node explants of Bauhinia vahlii. Plant Cell,
Tissue Organ Cult. 62: 79-83.

Boissier, E. 1872. Flora Orientalis. Vol. 2, p 35, Geneve.

Cocii, S., Uranbey, S. ve Sancak, C. 2003. Baz1 yaygin fig (Vicia sativa L.) gesitlerinde
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu.
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Bilimleri Dergisi 9 (4): 445-449.

Davis, P.H., 1965-1985. Flora of Turkey and the East Aegean Islands. Vol. 1-9.
Edinburgh: Edinburgh University Press.

Degirmenci, D. 2004. Korunga (Onobrychis sativa L.)’da in vitro koklendirme ve
bitkilerin dig ortama alistirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi (basiimamis), Ankara
Universitesi, Ankara.

Dimech, A.M., Cross ,R., Ford, R. and Taylor, P.W. 2007. Micropropagation of gymea
lily (Doryanthes excelsa Correa) from new South Wales, Australia. Plant
Cell, Tiss. Org. Cult., 88: 157-165.

Duong, T.T., Bui, V.L., Nguyen, T.M., Jaime, T.D.S., Seiichi, F., Michio, T. and Tran,

T.V.K. 2002. Somatic embryogenesis through pseudo-bulblet transverse
thin layer of Lilium longilorum, Ptant Growth Regul., 37: 193-198.

39


http://www.tuik.gov.tr/PreIstatistikTablo.do?istab_id=61

El¢i, S. 2005. Baklagil ve Bugdaygil Yem Bitkileri. T. C. Tarim ve Koy isleri
Bakanligi, s. 223-257, Ankara

Erdogan Y., Co¢ii S., Parmaksiz 1., Sancak C. ve Arslan, O. 2004. Baz1 Burgak (Vicia
Ervilia L. Wild.) Kotiledon Bogum Eksplantlarindan Adventif Siirgiin
Rejenerasyonu. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarim Bilimleri
Dergisi, 10 (2) 206-210.

Erdogan, Y., Co¢il, S., Parmaksiz, I., Sancak, C. ve Arslan, O. 2005. Burcak (Vicia
ervilia L.Wild.) Bitkisinin Olgunlasmamis Embriyo Eksplantlarindan
Adventif Siirgiin Rejenerasyonu ve Hizli Cogaltim. Ankara Universitesi
Ziraat Fak. Tarim Bilimleri Dergisi Dergisi,11 (1), 60-64.

Gengkan, S. 1992. Yem Bitkileri Tarim1. Ege U. Z. F. Yayin No: 467 (2. Baski), Izmir,
S. 222-228.

Hedge, I1.C. 1970. Hedysarum L. in Davis, P.H. Flora of Turkey and the East Aegean
Islands. vol.3: 549-560. -Edinburgh.

Hiroshi, N. and Zhumeng, Y. 1993. Tissue culture of sainfoin. Proceeding of the XVII
international grassland congres, 1044-1045.

Kendir, H., Sahin - Demirbag, N., Khawar, K.M. and Ozcan, S. 2009. in vitro plant
regeneration fromTurkish grass pea (Lathyrus sativus L.) using immature.

Khawar, M.B. and Ozcan, S. 2002. Effect of Indole-3-Butyric Acid on in vitro Root
Development in Lentil (Lens culinaris Medik.). Turk J. Bot. 26, p 109-111.

Linne, C. 1753. Species plantarum: A facsim. of the 1st ed., p 89-95, 1753

Maestro, M., Broca, A., Amella, A., Ferrer, C. 1985. Yield and Quality of Sainfoin in
The Depression Prepirenarca Pastos, Grass and Forage Science, 159. 1, p
175 - 181.

Manga, I. 1978. Yonca ve Korungada Degisik Olgunluk Devrelerinde Yapilan
Bi¢melerin Ot Verimine, Otun Kalitesine ve Yedek Besin Maddelerine
Etkileri Uzerine Arastirmalar, A.U. Ziraat Fakiiltesi Yayim No. 228, s 25,
Erzurum.

Murashige, T. and Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures, Physiol. Plant., 15: 473-497.

Ozcan, S., Yildiz, M., Sancak, C. and Ozgen, M. 1996a. Adventitious Shoot

Rejeneration in Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.), Tr. J. of Botany, 20,
497-501.

40



Ozcan, S., Sevimay, C.S., Yildiz, M., Sancak, C. and Ozgen, M. 1996b. Prolific shoot
regeneration from immature embriyo explants of sainfoin (Onobrychis
viciifolia Scop.), Plant Cell Rep., 16:200-203.

Ozgen, M., Altinok, S., Ozcan, S. and Sevimay, C.S. 1997. In vitro Micropropagation
of Alfalfa (Medicago sativa L.) Cultivars, Tr. J. of Botany, 21. 275-278.

Ozgen, M., Ozcan, S., Sevimay, C.S., Sancak, C. and Y1ldiz, M. 1998. High frequency
adventitious shoot rejeneration in sainfoin. Plant Cell, Tiss. Org. Cult.,
52:205-208.

Oztiirk, M. 2002. Akvaryum Bitkisi Ludwigia sp’nin in vitro Kosullarda Cogaltimina
Farkli Oranlardaki Biiyiime Diizenleyicilerin Etkileri. Yiiksek LisansTezi.
Ankara Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii. Su Uriinleri Anabilim Dal1.
Ankara.

Sancak, C. 1999. In vitro Micropropagation of Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.),
Tr. J. of Botany, 23, 133-136.

Serin, Y. ve Tan, M. 2001. Baklagil Yem Bitkileri, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Ofset Tesisi, yayin n0:190, s. 49-66, Erzurum.

Shah, M., Singh, K.H., Kachroo, D., Khanday, B.A. 1991. Performance of Lucerne and
Sainfoin Under Different Cutting and Levels of Phosphorus, Indian Journal
of Agronomy 36, 4. p 61 - 66.

Shibli, R.A. and Ajlouni, M.M. 2000. Somatic embryogenesis in the endemic black iris
(Iris nigricans). Plant Cell, Tiss. Org. Culture. 61: 15-21.

Sahin - Demirbag, N., Kendir, H., Khawar, K.M. and Ciftgi, C.Y. 2008. In vitro
regeneration of Turkish dwarf chuckling (Lathyrus cicera L) using 7
immature zygotic embryo explant. AfricanJournal of BiotechnologyVol. 7
(12): pp. 2030-2033.

Tang, Z., Shi, L., Chen, W.L. and Lin, H.H. 2007. In vitro propagation of Chirita
heterotricha Merr, Prop. Ornamental Plants, 7: 43-48.

Tosun, F. 1974. Baklagil ve bugdaygil yem bitkileri kiiltiirii. Ziraat Fak. Yay. No., 123.
Erzurum. S: 242-244.

Yildiz, M., Koyuncu, N. ve Ozgen, M. 2005. Adventitious shoot regeneration from
hypocoty explants of flax (Linum usitatissimum L.). Tiirkiye VI. Tarla
Bitkileri Kongresi. 369-373, Antalya.

Yildiz, M. and Ozgen, M. 2006. A comparison of growth regulators for adventitious

shoot regeneration from hypocotyls of flax (Linum usitatissimum L.).
Journal of Food, Agriculture and Environment 4: 171-174.

41



OZGECMIS

Adi Soyadi : Mehmet Burak TURGUT
Dogum Yeri : ANKARA

Dogum Tarihi : 01/01/1982

Medeni Durumu : Bekar

Yabanci Dil : Ingilizce, Almanca

Egitim Durumu (Kurum ve Y1l)

Lise : TED Ankara Koleji, (1999)

Lisans : Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitkisel Uretim Tarla
Bitkileri Anabilim Dali, (2006)

Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri

Anabilim Dal1, (2014)

Calistigr Kurum/Kurumlar ve Y1l
Anadolu Sigorta, 2000-2004
Tarim Kredi Kooperatifleri, 2009
Kogtas, 2011-2012

42



