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OZET

Doktora Tezi

DOGAL TETRAPLOID TRIFOLIUM PRATENSE L.’ DE IN VITRO
ORGANOGENEZ

Hatice COLGECEN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Cihat TOKER

Tarim1 tiim Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygin olarak yapilan ¢ayir tiggili (7rifolium
pratense L.) dogal olarak Giineydogu Avrupa, Anadolu’da bulunmaktadir. 7. pratense
yem ve tibbi kullanimi olan bir bitkidir. 7. pratense izoflavon karakterinde maddeler
(fitoostrojen) icermektedir. Bu nedenle hayvanlarda siit verimini artirmakta ve
kadinlarda menopoz sikayetlerinin giderilmesinde kullanilmaktadir. Dogal tetraploid 7.
pratense ilk olarak Erzurum’da bulunmustur. Bu ¢alismada poliploidi nedeniyle tohum
tutma ve sert tohum sorunlari olan bitkinin mikrogogaltim yolu ile iiretilmesi
amaglanmistir. Doku kiiltiirii ortami1 olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve PC-L2
(Phillips ve Collins,1979) ortamlart ve BAP ve NAA hormonlarinin c¢esitli
konsantrasyonlar1 kullanildi. Dogal tetraploid 7. pratense bu ortamlardan PC-L2’ye
daha iyi cevap vermistir. En iyi kallus ve siirglin olusturan eksplantin apikal meristem
oldugu tespit edildi. Basarili kallus olusumu ve en fazla siirglin olusumu yine apikal
meristem eksplantlarinda 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA konsantrasyonundaki PC-L2
ortaminda elde edildi. 1 mg/l NAA iceren PC-L2 ortaminda siirgiinlii kalluslarda % 94.4
oraninda koklenme oldu ve in vitro olarak, dogal tetraploid 7. pratense’de

organogenez gerceklestirildi. Klon bitkilerin tarlaya aktarimi yapildi.

2005, 105 sayfa

Anahtar Kelimeler: Trifolium pratense L., organogenez



ABSTRACT

Ph . D. Thesis

IN VITRO ORGANOGENESIS OF NATURAL TETRAPLOID TRIFOLIUM
PRATENSE L.

Hatice COLGECEN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Cihat TOKER

Red clover (Trifolium pratense L.), which is cultivated prevalently across all over
Europe and North America is found naturally in Southeast Europe, Anatolia. 7. pratense
is a plant which is used as feed and for medical purposes. 7. pratense contains izoflavon
like substances (phytoestrogen). Therefore, it increases milk productivity in animals and
relieves menapousal complaints in women. Natural tetraploid 7. pratense has first been
found in Erzurum. This study aims the generation of the plant via micropropogation
which has seed setting and hard seed problems due to polyploidy. MS (Murashige and
Skoog, 1962) and PC-L2 (Phillips and Collins,1979) are used as tissue culture media
and various concentrations of BAP and NAA hormones have been used. Among all
media, natural tetraploid 7. pratense has best responded to PC-L2. The best callus and
shoot formation have been observed also in PC-L2 medium in apical meristem explants
in the 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA concentration. In 1 mg/l NAA including PC-L2
media, % 94.4 rooting was observed for shoot formed calli and in vitro organogenesis
has been realized in the natural tetraploid 7. pratense. Clon plants have been

successively transferred to field.

2005, 105 page

Key Words: Trifolium pratense L., organogenesis
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1. GIRIS

Tirkiye’de tarimsal kalkinma ve bunun ekonomik gelismemizdeki yararli etkilerinin
saglanmasi bir¢cok faktore baglidir. Bu faktorler arasinda yabanci iilkelerin bir cogunda
oldugu gibi ililkemizde de hayvan yetistiriciligi i¢cin dnemli olan iyi cins ve yeterli
miktarda yem temini, tarimsal tiretimde ekim nobetine uygun bitkilerin elde edilmesi
ve bodylece verimin artirilmasi, yesil giibreleme sayesinde bir ¢ok tarla ve bahge
kiiltiirlerinin daha verimli hale gelmesi, toprak verimliliginin artirilmasi, toprak

erozyonunun dnlenmesi veya azaltilmasi gibi konular yer alir.

Tarimsal liretim bakimindan ¢ok 6nemli olan bu konulara ¢6ziim yollar1 bulunmasinda

baklagiller (Leguminosae) familyasindan yem bitkileri biiytlik faydalar saglamaktadir.

Ulkemizde hayvan yetistiriciligi ve meracilik iilke ekonomisi acisindan énemli iiretim
alanlar1 olmasina ragmen, devamli ihmal edilmektedir. Hayvanlarin gelisebilmesinde en
onemli etken, kaliteli ve yeterli yem iiretimidir. Bugiin iilkemizde tarimi yapilan yem
bitkileri birkag tiir ile sinirlidir. Oysaki, yapilan inceleme ve arastirmalar bir ¢ok yem
bitkisine ait en istiin 6rneklerin lilkemizin ¢esitli bolgelerinde dogal bitki ortiisii icinde
bulundugunu gostermektedir (Elgi 1988). Buna 6rnek olabilecek bir bitki de, baklagiller

familyasindan Trifolium pratense L.(¢ayiriiggiilii)’dir.

Avrupa ve Kuzey Amerikada yaygin olarak tarimi yapilan cayir tiggiilii (T. pratense)
dogal olarak Giineydogu Avrupa ve Anadolu’da bulunmaktadir. Yurdumuzda 6zellikle
Orta ve Dogu Anadolu’nun taban meralarinda, su kenarlarinda ve Karadeniz Bolgesinde
yaygin olarak bulunur (El¢i 1994). Ancak bitki Anadolu’da biiyiik bir form zenginligi
gostermektedir. Bu nedenle Anadolu T. pratense’nin anavatani olarak kabul
edilmektedir (Taylor ve Smith 1979). Tiirkiye’de yetisen ve ii¢ varyetesi bulunan T.
pratense L. diploittir. Buna karsilik Erzurum’un Tortum ydresinde Elgi (1982)
tarafindan bulunan Trifolium pratense var. pratense dogal tetraploittir. Kuru ot igin
tarim1 yapilan ¢ok degerli bir yem bitkisidir. Yoncaya gore proteince zengin (El¢i

1988), koklerindeki yumrular sayesinde toprakta azot birikimine yardimci olan, toprak
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1slah1 caligmalarinda da kullanilabilecek cayir tiggiiliiniin tarimi ne yazik ki tilkemizde

yaygin olarak yapilmamaktadir.

Ulkemizde bu tiire ait hicbir 1slah ¢aligmasi bulunmamaktadir. Genel olarak iilkemizde
ve yabanci llkelerde cayir tiggiiliiniin diploid (2n=14) formu dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Islah edilmis tarim igin elverigli olan bir¢cok 6rnek, diploid formlardir.
Diploid formlara gore pek cok 6zelliginden dolay1 tetraploid formlar oldukca iistiindiir.

Dogal tetraploid T. pratense, iistiin 6zelliklerinin yani sira dogal gen kaynagidir.

T. pratense kisa Omiirlii, ¢ok yillik, ekim nobeti i¢in ¢ok uygun bir baklagil yem
bitkisidir. Genellikle 3-4 y1l yasar. Dogal tetraploid T. pratense ise tarlada 7 yila kadar
kalabilmektedir. Ozellikle kuru ot {iretimi amaciyla yalmz ve bugdaygillerle karisim
yapilarak yetistirilir. Otunun beslenme degeri ¢ok yiiksektir. Sulanabilen, yillik yagisi
yliksek ve diizenli olan bdlgelerde, hayvan otlatmak ve kuru ot iiretimi amaciyla

yetistirilir.

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the
United Nations—FAO, 2004)’ya gore; T. pratense erken cigeklenen tipleri iki kere hasat
edilebilir. Geg¢ ciceklenen tipler bir kere hasat edilir. Gelisimi i¢in gerekli optimum
sicaklik  20-25°C’dir. Gelisim limitleri 7-40°C’dir. Artan sicakliklar kdokleri
stirglinlerden daha ¢ok etkiler. Solunum artar, total karbohidrat igerigi azalir. Diisiik 151k
yogunluguna diger baklagillere gore daha toleranshdir. Iyi gelismis olan kok sistemi
sayesinde kurakliga dayaniklidir. Toprak 6zelliklerine karsi genis bir toleransi vardir.
Koklerinde yumrucuklart Rhizobium leguminosarum bv. trifolii meydana getirir. % 10-
20 oraninda sert tohumluluga rastlanir. Amerika Birlesik Devletleri basgta gelen tohum
dreticisi  llkedir. Kanada ve Fransa’da onemli miktarda tohum diiretir. A.B.D.’de
optimal yetistirme sartlarinda 600-700 kg/ha tohum iiretilir. Fransa’da tohum iiretimi
ayni seviyelerdedir. Ancak en iyi yetistirilme kosullarinda bu miktar 1000 kg/ha’a

ulagmaktadir.

Dogal tetraploid T. pratense’nin megasporogenez ve megagametogenezi incelenmis, bu

bitkide olgunluga ulasan embriyo keselerine oranla meydana gelen tohum oraninin
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diisiik olmasimin, bitkide embriyo kesesi dejenerasyonlarinin yani sira dollenme
basarisizliginin da tohum baglama oranimi etkiliyebilecegi bildirilmistir. Embriyo
gelisimi incelendiginde ise zigottan baslayarak, olgun embriyoya kadar olan gelisme
evrelerinin ince yapisina gore bu bitkide tohum taslagi aborsiyonuna (dejenerasyonu) ve
dollenmeye engel olan birgok faktoriin oldugu goézlenmistir. Diisiikk tohum tutumuna
neden olan embriyo kesesinin ince yapisina bakildigi zaman bir¢ok embriyo kesesinde
yumurta hiicresinin déllenmeden dejenere oldugu, embriyo kesesinde bulunan sekonder
cekirdeklerin bir kisminin déllenme olmadan bozuldugu belirlenmistir (Algan ve Bakar

1996, 1997).

Sert tohumluluk Fabaceae familyasinin 6nemli problemlerinden biridir. Diploid T.
pratense’lerde de sert tohumluluk vardir. Ama diploidlerde doéllenmenin daha ¢ok
gergeklesmesi tohum tutma oranmni artirmaktadir. Dolayisiyla diploid formlarda sert
tohum orani tohum fazlaligindan dolay1 diismekte, buna karsilik tetraploid formlarda
stilusun ¢ok uzun olmasi nedeniyle doéllenme orani diistiigii icin tohum tutma oram

azalmaktadir. Tohum sayis1 diistigii i¢in sert tohumluluk orani artmaktadir.
Tezin amaci poliploidi ve diger nedenlerle (Orn: Sert tohum) tohum tutma ve ¢imlenme

sorunlart olan dogal tetraploid T. pratense’nin in vitro organogenez yolu ile

cogaltilmasidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Fabaceae Familyasinda Yapilan In vitro Organogenez Calismalarina Ornekler

Ball (1946), Lupinus albus L. ve Tropaeolum majus L.’nin gévde uglar1 (A-pargalart),
alttaki degisim bolgesinden aldigi eksplantlarin (B- ve C- pargalar) kiiltiirlerini
yapmistir. Calismada gelisim ve solunum oram1 kapasiteleri arasindaki iliski,
embriyonik olgunlagan dokularin polaritesi, bitkinin geri kalanindan serbest gévde ucu,
stirgiin tepesiyle alttaki dokularin ve biitiin canli hiicrelerinin totipotensi 6zelligini
incelemistir. A- parcalarinin sakaroz, mineral tuzlar ve agardan olusan besin ortaminda
bitkicik olusturulabildigini gostermistir. Bu bitkiciklerin bazal dokularindan kokler ve

yan tomurcuklar olugturmustur.

Gamborg vd (1974), Pisum sativum L. cv. Century’nin siirgiin uglarindan elde edilen
kalluslarda organogenezi incelemislerdir. Siirgiin uglar1 4 giinliik bitkilerden alinmis ve
masare edilmistir. Hiicre kiitleleri agar ortaminda biiyimiistiir. Kallus ve siirgiinlerin
olusumu 4-6 hafta icinde 0.2 ila 5.0 [IM BAP (6-benzilaminopiirin) ve 1 [IM NAA
iceren ortamda ortaya ¢ikmistir. Pek cok kallusta bir veya daha fazla siirgiin ve diizenli

olarak kok olusumu gdézlenmistir.

Kartha vd (1974), Pisum sativum L.’nin Century, Laxton’s progress ve Afganistan
adindaki 3 ¢esidinin meristemlerinden bitki rejenerasyonu gerceklestirmislerdir. BAP
yalmz basma veya 5x107 ve 5x10° M NAA ile kombinasyonlu B5 ortamimda 26°C, %
60 nemde, 400 liikks floresan 151k ve 18/6 saatlik fotoperiyotta meristemlerde siirgiin
farklilasmas1 baglamistir. NAA yalniz basma uygulandigt zaman bitki olusumu
tamamlanmustir. Kiiltirde meydana gelen siirgiinlerden kok olusumu yari sert 10° M

NAA’l1 BS ortaminda gerceklesmistir.

Monteiro vd (2003), en sik ¢alisilan tiirlerden biri olan Medicago sativa L. (yonca)’nin
5 c¢esidi lizerinde c¢alismislardir. Crioula, Alfa 200, Valley Plus, Semit 921 ve
subtropical Giiney Amerikada kiiltlirii yapilan Rangelanderi, somatik embriyogenez
yoluyla elde edilen protoplast kiiltlirlerinden yeniden bir bitki olusturabilme yetenekleri

bakimindan incelenmistir. Rangelander ¢esidinin, yapraktan protoplast izolasyonu ve
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bitki rejenerasyonunun gerceklestirme de, gosterdigi yiiksek verimlilik yiiziinden,

uygulanan metodun yoncanin diger tiirleri icinde uygun olacagini ileri siirmiislerdir.

Tzitzikas vd (2004), bes kademeli bir metodla 4 ¢esit Pisum sativum L.’nin (Escape,
Classic, Solara ve Puget) nodlarindan alinan meristematik dokularda rejenerasyon
gerceklestirmislerdir. 1. adimda 1 cm. biiyiikliigiinde, bir nod iceren gévde parcasi
thidiazuron igeren ortama alinmistir. Burada {iretilen ¢ok sayidaki siirgiiniin goriiniisleri
normaldir. Bazilarinin alt kisimlarinda siskinlikler olusmustur. Cok sayidaki siirgiin
ayni ortama alt kiiltliire alinmiglardir. Burada alt kisimlarindaki sismis dokularda yesil
hiperhidrik dokular olugsmustur. Bu siirglinler tamamiyle kiiclik tomurcuklarla kaplidir.
2. adimda bu tomurcuklar1 iceren bitki parcalari ayni ortama alt kiiltiire alinmistir. 3.
adimda kii¢iik tomurcuklart iceren alt kiiltiirlere giberellik asit (GA3), BAP ve NAA
kombinasyonu eklenmis ve siirgiinler olustuktan sonra gecilen 4. adimda 0.5 mg/l
NAA, TAA ve IBA igeren ortamda siirgiinler koklendirilmistir. 5. adimda in vitro
kosullarda elde edilen bitkicikler seraya aktarilmis ve dig ortama alistirmalari
gergeklestirilmistir. Sonug olarak arastiricilar, dort ¢esit bezelyenin meristematik yolla

tiretilmesinin genotipten bagimsiz olarak gerceklestigini ileri stirmektedirler.

2.2. Trifolium Cinsindeki Calismalara Ornekler

Gresshoff (1980), Trifolium repens L. (beyaz iiggiil)’in fidelerinden kallus ve
stispansiyon kiiltiirleri elde etmistir. Siispansiyon kiiltlirlerindeki hiicre agregatlarindan
enzimatik yolla izole edilen protoplastlar in vitro farklilagsmayla tam bir bitki meydana
getirebilecek nitelikte kallus tiretmistir. Yeniden olusan (klon) bitkilerde kok yumrulari
olusmamustir. Ancak Rhizobium trifolii ile asilamayla yumru olusumu meydana
gelmistir. Karyotipik stabilitesi 2n = 4x = 32 olan kallus/siispansiyon kiiltiirlerinde

organogenez 2 yil kadar stirmiistiir.

Bhojwani (1981), T. repens genotiplerinin diisiik sicaklikta depolanmasi ve ¢ogaltilmasi
icin bir doku kiiltiirii metodu gelistirmeye c¢alismistir. T. repens L. cv. Graslands
Hula’nin siirgiin kiiltiirlerinden ¢ogaltimi %3 sakaroz ve 0.2 mg/l BAP iceren MS
ortaminda bagarilmistir. Siirglinler sitokinsiz ortamda kolaylikla koklenmistir. Sonra

saks1 topragina transfer edilmislerdir ve % 100 yasama orami goriilmiistiir. Kiiltiirii
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yapilan stirgiinler 5°C’de karanlikta 10 ay saklanmiglardir. Depo sicakligi ve siiresi hizli

cogaltim i¢in gerekli potansiyellerini etkilememistir.

White ve Bhojwani (1981), hizli biiyiiyen Trifolium arvense L. siispansiyon
kiiltiirinden 3-4 x 10° protoplast/g yas agirlikta hiicreler elde etmislerdir. Bu
protoplastlar yiiksek konsantrasyonda 2 mg/l 2,4-D’li sivi  ortamlarda az boliinme
gosterirler. Buna karsilik diisiik yogunluklarda (15 protoplast/ml) yiiksek bir bodliinme
frekansina (% 40-60) sahip olurlar. Yiiksek oranda hiicre elde etmek icin asagida
gosterildigi gibi iki asamali bir uygulama yapilmistir. Bunun i¢in dnce protoplastlar
yliksek konsantrasyonda 2,4-D igeren sivi ortamda 4 giin kiiltiire edilir ve ardindan

daha diisiik miktarda (0.1 mg/1 2,4-D) hormon tasiyan yar1 kat1 ortamlara aktarilir.

Bhojwani vd (1984), Trifolium cinsinde in vitro bitki rejenerasyonunda i¢ kaynakl
donlisim lizerine calismiglardir. T. repens’in fidelerinden elde edilen kalluslarin
morfoloji ve gelisiminde, ve bunlarin in vitro siirgiin farklilasma yeteneklerinde dnemli
bir degisiklik goriilmiistiir. Primer kallus kiiltiirlerinde rejenerasyon i¢in seg¢ilen hatlarin
biri protoplasttan siirgiin olusumu gostermistir. T. pratense ve T. arvense’nin kallus

kiiltiirlerinde somatik embriyogenez ortaya ¢ikmaistir.

Choo (1988), Trifolium medium L. (zigzag tggiil)’da bitki rejenerasyonunu
gerceklestirmistir. T. medium’un iki ¢esidinden petiyol eksplantlar1 L2 ya da SL2
ortamina dikilmislerdir. Petiyol eksplantlarindan organogenez yoluyla siirgiinler elde
edilmistir. Dogrudan siirgiin olusumu 8 giin gibi ¢ok kisa bir siirede ger¢eklesmistir. L2
ve SL2 ortamlarinda iki c¢esidin petiyoliinden elde edilen kalluslardan somatik
embriyogenez yoluyla da siirgiinler olusmustur. Klon bitkiler normal morfolojik

karakterlere sahiptirler.

Konieczny (1995), Trifolium nigrescens Viv.’in kallus kiiltiirlerinde bitki olusumunu
arastirmistir. 8 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l Kinetin igeren MS ortaminda olusan ve somatik
embriyo gelistirebilecek kalluslar, 0.5 mg/l NAA ve 2 mg/l 2-iP igeren MS ortamina
aktarilmistir. Embriyoidleri bu ortam gdvde olusumuna tesvik etmis, fakat morfolojik

anormallikler ve bitki olusturmayan embriyoidler de goriilmiistiir. En ¢ok govde
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olusumu 0.5 mg/l NAA ve 2 mg/l 2-iP igeren ortamda belirlenmistir. Somatik
embriyolar ve olusan siirgiinler yar1 kati hormonsuz MS ortaminda kdéklendirilmislerdir.
Somatik embriyogenez ve organogenez yoluyla elde edilmis bitkilerde, ¢igekler ve diger

morfolojik 6zellikler normal geligmistir.

2.3. Trifolium pratense L. ile Yapilan Calismalar

Phillips ve Collins (1979a), caligmalarinda 5 tane T. pratense c¢esidi tizerinde bitki
olusumu ve bazi yem bitkilerinde in vitro doku kiiltiirii caligmas1 gergeklestirmislerdir.
T. pratense’nin (2n=14) ‘Altaswede’, ‘Arlington’, ‘Kenstar’, ‘Redman’ ve ‘Tensas’
cesitlerini kullanmiglardir. Ayn1 zamanda Medicago sativa L., Glycine max L. ve
Canavalia ensiformis L. gibi tiirlerin kiiltiirii i¢in uygun ve destekleyici bir ortam
gelistirmislerdir. Cayir iicgiilii i¢in kiiltiirel farkliliklar belirlenmis ve olgun ya da
olgunlasmamis bitkilerin reprodiiktif ve vejetatif eksplantlarindan rutin bir kallus
kiiltiirii kurmak i¢in uygun bir ortam (PC-L2) bildirmislerdir. Bu yeni ortami s1vi kiiltiir
ortamina ¢evirerek hizli hiicre bdliinme orami veren hiicre siispansiyon kiiltiirlerini
kurmuslardir. Kallus kiiltiirleri organogeneze tesvik edilmis ve bu 5 ¢esitte kallusdan
bitki rejenerasyonu basarilmistir. Fakat bu cesitler es oranda rejenerasyona cevap
vermemislerdir. Rejenere olan bitkiler olgunlasincaya kadar yetistirilmis ve verimli
(fertil) hale gelmistir 3-AP (3-aminopiridin) denenmis ve gelisimi etkileyebilecek
ozellikte oldugu anlasilmistir. Cayir liggiilii yetistirme programlarinda doku ve hiicre

kiiltiirti tekniklerinin kullanilmasinin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.

Phillips ve Collins (1979b), in vitro cayir tggiili (T. pratense L.) kiiltiri igin
gelistirilmis teknikleri siirgiin meristem uclarinin kiiltiirii i¢in adapte etmislerdir.
Viriislerin infekte ettigi ‘Kenstar’ cayir {ggiiliiniin meristem kiiltiirlinden  viriis
tagimayan bitkiler yetistirmiglerdir. Temel kiiltiir ortam1 olan ‘ML2’ ortamina oksin
olarak 4 [1g/l picloram (4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit), sitokinin olarak 1 mg/l
BAP eklenmis ve bu ortama bitkilerden alinan siirgiin meristem ucundan ayrilmis
parcalar yerlestirmislerdir. Ortamdaki daha yiiksek oksin diizeyleri kallus ve ¢oklu
siirglin olusumuyla sonuglanmistir. Bitkinin yaprak koltuklarindan alinan meristem
eksplantlarindan anormal bitkiler iirerken, tepe veya fidanin toprakla birlestigi yerden

alian eksplantlardan yapilan kiiltiirlerden normal goriiniise sahip bitkiler iiretmislerdir.
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Meristematik ucun ve ilk yaprak baslangicinin bulundugu tepe meristem eksplantlarinin
yaklasik % 65’ 1, ve ikinci yaprak baslangicinin dahil oldugu daha biiyiik meristem
eksplantlarmin % 80’1 basarili olmustur. Fakat kiiclik eksplantlarla daha biiyiik
eksplantlar karsilastirildiginda, kiigiik eksplantlar biiyilik oranda viriis tasimayan bitkiler
vermislerdir. Olusan siirgilinlerin yaklasik % 90’ n1 R (PC) ortaminda kdklenmistir. Bu
durumda Tggiil {reticileri daha verimli, viriissiiz sentetik c¢esitlerin  devamini

yetistirebileceklerdir. Sonug itibariyle viriissiiz bitkiler verecek tohum seti artirilmistir.

Maclean ve Nowak (1989), iicgiil fidelerinin hipokotillerinden olusturulan kalluslarin
bitkicik olusturma yeteneginde oldugunu gostermislerdir. Beach ve Smith (1979),
Collins ve Phillips (1982)’in tarif ettigi ortamlar1 test ederek 642 genotipin {i¢
tanesinden klon bitkicikler elde etmislerdir. Kallusu B5C ortaminda ve bitkicik
olusumunu SPL ortaminda bagarmiglardir. Petiyol eksplantlarinda olusan kallusdan elde
edilen bitkilerin olusumu i¢in denemelerde yalnizca F49 klonunda basarili olunmustur.
Epikotilden elde edilen kallusun bitki olusturma yeteneginin olmadig: tespit edilmistir.
Klon F49’un kallus kiiltlirlerinden olmus bireyler arasindaki polen canliliinda énemli
farkliliklar vardir. F49’dan elde edilen bitkiciklerin kok ucu ezmeleri normal diploid
kromozom sayist vermistir (2n=14). F49’un yavrular arasindaki ¢aprazlamalardan bitki
olusum frekans1 belirlenmis ve bitki olusturmayan genotip orant %?29 olarak

bulunmustur.

Cebrat vd (1990a), ticgiil (T. pratense) ve yem pancari (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris
var. crassa Alef.)’nin fide eksplantlarindan in vitro organogenez gergeklestirmislerdir.
Siirgiin ucu, kotiledonlar ve hipokotil pargalar1 eksplant olarak kullanilmistir. Bu tip
eksplantlar fideden kolaylikla ayrilir. Bunlarin yasayabilirligi izole edilen apikal
meristemle karsilastirildiginda daha yiiksektir. Klonlarin genetik farkliligi kallustan
stirgilin rejenerasyonu oldugu takdirde daha sinirlidir. Metotta anlatilan sterilizasyondaki
zorluklar yem pancarinda tiggiilden daha azdir. Her iki tlirde siirgiin olusumu ve fide
apikal meristemlerinin gelisimi histolojik ¢alismalarla da karsilastirilmistir. Geng fide
eksplantlarindan ti¢giil ve yem pancarmin mikroiiretim metodunu belirlemislerdir. Bu
metodun, yetistiricilikte secilmis genotipte az sayida tohum elde edilmesi durumunda

kullanilmasini tavsiye etmiglerdir.
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Cebrat vd (1990b), T. pratense’de ¢icek tomurcuklarindan mikroiiretim
gerceklestirmislerdir. Cigcek tomurcugu ve brakte eksplantlarindan T. pratense’nin
vejetatif ¢cogaltilmasi bagarilmistir. Bu metodlarla dncelikle vejetatif gelisim siirecinde
secilmis genotiplerin hizli ¢ogaltimi miimkiin olmustur. Histolojik calismalar
gostermistir ki; rejenerasyon, genetik stabilitesi olan kalluslarin kullanilmasiyla daha da

basarili olmustur.

Algan ve Bakar (1996), dogal tetraploid T. pratense’de megasporogenez ve
megagametogenezi inceledikleri ¢aligmalarinda, bu bitkide olgunluga ulasan embriyo
keselerine oranla meydana gelen tohum oranimnin diisiik olmasinin, bitkide embriyo
kesesi dejenerasyonlarinin yani sira déllenme basarisizliginin da tohum baglama oranini
etkiliyebilecegini belirtmislerdir. Yine aymi arastiricilar, dogal tetraploid T.
pratense’de embriyo gelisimini inceledikleri c¢alismalarinda (1996), zigottan
baslayarak, olgun embriyoya kadar  olan gelisme evrelerinin ince yapisini
arastirmislardir. Bu bitkide tohum taslagi aborsiyonuna (dejenerasyonu) ve déllenmeye
engel olan birgok faktoriin oldugunu bildirmislerdir. Diisiik tohum tutumuna neden olan
embriyo kesesinin ince yapisini arastirmak tlizere yaptiklari calismada (1997) ise, birgcok
embriyo kesesinde yumurta hiicresinin dollenmeden dejenere oldugunu, embriyo
kesesinde bulunan sekonder ¢ekirdeklerin bir kisminin doéllenme olmadan bozuldugunu
belirlemiglerdir. Dogal tetraploid c¢ayir {iggililinde apomiktik gelismenin tohum
olusumunu ne kadar etkiliyebilecegini saptamak iizere yaptiklar1 ¢calismada (1999) ise
aposporik olarak embriyo kesesinin meydana gelmedigini ancak diplosporik olarak

gelisebilecegini gozlemislerdir.

Aras ve Biiylikkartal (2000), dogal tetraploid T. pratense’de RAPD c¢alismasi ile
tetraploidinin nedenini arastirmiglardir. Tetraploidinin nedeni diploid formlarda kendi
kendini dolleme ya da ayrilamama olay1 olabilecegini ileri slirmiislerdir. RAPD
markirlar hem diploid ve hem de tetraploidlerde belirlenmistir. DNA 6rneklerinin PCR
cogaltimi rastgele secgilen dekamer primerlerle diploid ve tetraploidlerin polimorfik
dogas1 gosterilmis ve elde edilen sonuglar yukarda tahmin edilen nedenlerin

tetraploidinin kaynag1 olmadigint géstermistir.
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Pinar vd (2001), diploid (2n=14) ve dogal tetraploid (2n=28) T. pratense’de polen ve
tohum morfolojisini SEM ve TEM’de incelemislerdir. Polen morfolojisinin poliploidi
ile orantili oldugunu saptamislardir. Tetraploid formlarda polen biiyiikliigii ve apertiir
tipleri yoniinden biiyiik varyasyonlar gozlemislerdir. Ayrica, tohum biiytikligi, rengi ve
kabuk ylizey ornemantasyonunun diploid ve tetraploidleri birbirinden ayiran onemli

ozellikler oldugu bulunmuslardir.

Carillo vd (2004), T. pratense’nin Chilean c¢esidini ve 4 deneysel hatti, dogrudan
organogenez protokoliiniin optimizasyonu i¢in kullanmiglardir. Eksplant kaynagi
(meristem), kiiltiir ortam1 ve bitki biiyiime diizenliyicilerinin etkisini arastirmiglar ve
aliman meristem eksplantlarinin kallus olusturmadan dogrudan organ1 meydana
getirmesini amaglamislardir. Govde meristemleri tepe meristemlerine gére daha kolay
cikarilabilmis, daha diisiik diizeyde kontaminasyona ugramislar ve daha iyi bir gelisim
gostermislerdir. BS ve MS ortamlarina gére L2 ortam1 daha i1yi sonuglar vermistir. 0.003
mg/l picloram ve 1.0 mg/l BAP’in L2 ortamina eklenmesiyle daha iyi sonuglar elde
edilmistir. 60 giinliik kiiltirde L2 ortaminda meristemlerden %45 oraninda
tranplantasyona uygun bitkicikler elde edilmistir. Diger ortamlara gore L2 besin

ortaminda daha yliksek miktarda siirgiin olugsmustur.
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3. KURAMSAL TEMELLER
3.1. Bitki Hakkinda Genel Bilgi

3.1.1. Fabaceae (Leguminosae = Baklagiller)

Elci (1982)’nin Fabaceae familyas1 hakkinda verdigi bilgiye gore:

“Legumineuse” kelimesi Latince Legere’den gelir. Bu da devsirmek, toplamak
demektir. Baklagillerin tarimi en az 6000 yil &ncesine uzanir. Isvigre’nin, gél
sehirlerinde yasayanlar (M. O. 5000 — 4000 yillarinda) 6zellikle, bezelye ve bronz
devrinde goriilen bodur fasulyeyi yetistiriyorlardi. Cin literatiiriine goére soya fasulyesi,
M.O. 2000 ve hatta 3000 yillarinda yetistiriliyordu. Baklagiller ilk Misir
hiikiimdarlarimin uyguladigi ekim nobeti sisteminde kullanilmis ve daha sonra,
Romalilar devrinde, ¢esitli yazarlar, bu bitkilerin beslenme degeri ve toprak 1slahindaki

faydalarini belirtmislerdir.

Yonca tarihi belgelere gore M.O. 490 yillarinda Yunanistan’da taninmis ve buradan
Avrupa’ya yayillmistir. En eski kayitlar yoncanin Tirkiye’de 3300 yil Once
kullanildigin1 belirtmektedir. Bu tarihten énceki yillarda da Iran ve gevresinde tariminin
yapilmis olmasi miimkiindiir. Aynm sekilde, bazi Lupinus (Acibakla) tiirlerinin tohumu
icin 3000 yildan beri yetistirildigi bilinmektedir. Onobrychis sativa (Korunga) tariminin
Rusya’da 1000 yildan fazla bir gegmisi vardir. Buna karsilik Trifolium pratense (cayir
ticglliiniin) 15., T. repens (akiiggiiliin) 17. ve Lotus corniculatus (sar1 ¢icekli

gazalboynuzunun) 19. yiizyilda tarimina baslanmistir.

Tarmmi yapilan birgok baklagil yem bitkisi yaninda degisik amaclarla yeni bitkiler de
kiiltiire alinmaktadir. A.B.D.’de ve Kanada’da yetistirilen korunga ve Astragalus cicer

(nohut geveni) bunlara 6rnektir.

Cok eski zamanlardan beri Kuzey Amerika yerlilerinin misirla birlikte baklay:
yetistirdikleri bilinmektedir. Ayrica bu baklagil, Latin Amerika’da yasayanlarin
beslenmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Baklagillerin degerinin ¢ok eski zamanlardan

beri bilinmesiyle birlikte, 19. ylizyilin sonunda bilimsel aragtirmalar sonucu bitkinin

63



kok yumrularindaki (nodiil) bakteriler (Rhizobium) tarafindan inorganik azotun

alinmasi olay1 tanimlanmistir.

Fabaceae familyasindaki tiirler, atmosferde bulunan tiikenmez miktarlardaki azottan
yapilan ve canlilar tarafindan alinabilen organik azotu yumrularinda ortak yasayan
bakteriler sayesinde alip, diger canlilara aktarma 6zelligine sahiptirler. Bu bitkiler azotlu
giibreye muhtag degillerdir. Genel olarak konukg¢u bitkinin biitlin gelisme devresinde bu

bakteriler faaliyette bulunurlar.

3.1.2. Fabaceae familyasindaki yem bitkilerinin 6nemi

Fabaceae tiirlerinin tarimi, ¢esitli amaglarla, biitiin diinyada ¢ok yaygin olarak yapilir.

Bu bitkilerin tarimsal yonden 6nemleri su sekilde 6zetlenebilir:

1- Bir¢ok baklagil yem bitkisinin, 6zellikle bi¢im zamanina bagh olarak, kuru otunda
yliksek oranda protein bulunur. Biyolojik degeri yiiksek protein igeren baklagil kuru
otunun, hayvan beslenmesinde 6zel bir yeri vardir. Bunun yaninda, baz1 baklagil yem
bitkilerinin tohumlarinda protein oram1 % 40’a kadar ulasabilir. Yiiksek protein igeren
baklagil tohumlar1 da ¢esitli hayvanlarin beslenmesinde yogun yem (konsantre yem)

olarak basariyla kullanilabilir.

2- Baklagil yem bitkilerinin gerek otu, gerekse tohumlart hayvanlarin biiyiimesi, verimi

icin gerekli birgok element, mineral madde ve vitamince ¢cok zengindir.
3- Baklagillerin koklerinde yasayan bakteriler atmosferin serbest azotunu topraga
baglarlar. Boylece baklagillerin yetistirildigi topraklar, azotlu bilesikler yoniinden

zenginlesir.

4- Organik maddelerce fakir topraklarda, degisik yem bitkileri ile yesil giibre

uygulamasi yapilarak topraklarin organik madde orani yiikseltilebilir.
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5- Cesitli amaglarla tarla topraklarinda yetistirilen baklagil yem bitkileri bol miktarda
kok artig1 birakir ve bu organik maddelerin parcalanmasi ile toprakta mikroorganizma

faaliyetlerinin artmasina sebep olur.

6- Toprak alti, siirliniicii govdeli ve yatik formlu baklagil yem bitkileri erozyon

kontroliinde etkili bir sekilde kullanilabilir.

7- Baklagil yem bitkileri otlatma veya ot iiretimi amaciyla bugdaygillerle beraber

yetistirildigi zaman, karisimlarin ot verimini ve protein oranlarini artirirlar.

8- Korunga, yonca ve tagyoncasi gibi baz1 baklagil yem bitkileri iyi bir baldzii bitkisi
olarak bilinirler. Bu bitkilerin ¢igeklerinden yapilan balin kendine has tat, kokusu ve

aromasi bulunur.

3.1.3. Fabaceae yem bitkilerinin genel morfolojik ozellikleri

3.1.3.1. Kok

Baklagil yem bitkileri esas olarak kazik koklii bitkilerdir. Ozellikle kiraca dayamkli olan
bitkiler ¢ok derinlere inen kok sistemi meydana getirirler. Kok sisteminin biiylik bir
boliimii topragin iist katmanlarina dagilmistir. Bir baklagil yem bitkisi sokiildiigi zaman
koklerinde kiiclik yumrucuklarin bulundugu goriiliir. Bu yumrucuklar1 bir bakteri cinsi
olan Rhizobium sp.’ler meydana getirir. Bu bakteriler konukgu bitkinin gen¢ koklerine
girerek yerlesir. Burada bakteriler yagamalari i¢in gerekli karbohidratlar1 bitkiden alarak
havada serbest olarak bulunan inorganik azotu amonyaga cevirirler (Simbiyotik
yasam). Ortaya c¢ikan amonyak bitki tarafindan azot kaynagi olarak kullanilir.
Yumrucuk olusturan birgok tiir bakteri vardir. Belirli bir bitki grubuna etkili olan bir tiir,
diger bitkilerde yumrucuk meydana getiremez. Bakterilerin baklagil koklerinde
meydana getirdikleri yumrucuklar, biiyiiklik ve sekil yoniinden biiylik farkliliklar
gosterirler. Tekyillik bitkilerde az sayida fakat iri, cok yillik bitkilerde ¢ok sayida fakat

kiigiik yumrucuklar bulunur.

3.1.3.2. Govde
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Baklagil yem bitkilerinde gévde otsudur. Olgunlasma evresinde bazi bitkilerin
govdeleri kalinlagir ve seliiloz birikimi nedeniyle sertlesir. Govdenin i¢i dolu veya bos
olabilir. Bitki boylar1 cins ve tiirler arasinda biiylik bir degisim gosterebilir. Bitki
boylar1 genellikle, yetisme kosullari ile yakindan ilgilidir. Uygun yetisme kosullari
altinda bitkiler daha fazla boylanirlar.

3.1.3.2.1. Govde sekilleri

Baklagil yem bitkilerinde tic gdvde tipi goriiliir. Baz1 bitkilerde kokiin iist kismindan
cikarak gelisen saplar bir deste halindedir. Bu tip bitkilerde ta¢ belirgindir. Baklagil
yem bitkilerinin biiylik cogunlugu bu gruba dahildir. Buna karsilik, bazi tiirlerde toprak

alt1 govde (Rizom) ve siiriiniicii (Stolon) govde tipleri goriilebilir.

Baklagil yem bitkilerinin, gévde yapisindaki degisiklikler, 6zellikle onun yem kalitesi
bakimindan farkliliklar gostermesine sebep olur. Toprak alti ve siirlinlicii govdeli
bitkiler otlatmaya dayaniklidir. Otlatma amaciyla yapilan karigimlarda bu bitkiler
basariyla kullanilabilir. Ancak kuvvetli toprak alt1 veya siirliniici govdeli baklagillerle

yapilacak karigimlara girecek bitkileri belirlerken iyi rekabet giicii olanlar secilmelidir.

Erozyon kontrolii i¢in toprak alti veya siiriinlicii gévdeli bitkilerin 6nemi biiyiiktiir.

Kuvvetli siirgilin veren bu bitkiler topragi iyi bir sekilde koruyabilir.

3.1.3.2.2. Fabaceae yem bitkilerinin morfolojisi

Baklagil yem bitkilerinde bitkinin gelisme sekillerine gore, degisik morfolojiler gormek
mimkiindiir. Ayni tiiriin bireyleri arasinda degisik goriiniimde bitkiler bulunabilir.
Ornegin, aym tiir icerisinde dik olarak gelisen bitkilerin yaninda tamamen yere yatik,
topragin ylizeyini kaplayan bitkiler goriilebilir. Bitkinin dik veya yatik oldugu, yan
dallarin toprakla yaptig1 acinin saptanmastyla bulunabilir. Ozellikle yem bitkileri dik,
yar1 yatik ve yatik olarak ayrilir. Dik veya yar yatik bitkiler genellikle bigilerek ot
tiretimi i¢in kullanilir. Bigme kolaylig1 yaninda, dik olarak gelisen tiplerin yem verimi
daha fazladir. Bu nedenle dik gelisen formlar “ot tipi” olarak taninirlar. Yatik tipler ise,
otlatmaga dik gelisen bitkilerden daha dayaniklidir. “Mera tipi” olarak bilinen bu

formlar genellikle, otlatma amaciyla kurulan ¢ayir ve meralarda kullanilirlar.
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3.1.3.3. Yaprak

Bir baklagil yapragi, cesitli sayidaki yaprak¢ik, yaprak sapit ve bir ¢ift kulakciktan
meydana gelmistir. Cins ve tiirler arasinda yaprake¢ik sayisi, sap uzunlugu ve

kulakgiklarin sekli yoniinden biiyiik farkliliklar goriiliir.

3.1.3.3.1. Yaprakeik

Baklagillerde yaprak, degisik sekil ve biiyiikliikte olan yaprakeiklarin yaprak sapi
tizerinde birlesmeleriyle meydana gelir. Yaprakgiklarin sekilleri tiirler arasinda oldugu
gibi tiir icerisinde de biiylik bir degisim gosterir. Ayni sekilde, yaprakgiklarin kenarlari
tamamen veya kismen disli, bazen diiz olabilir. Yaprakc¢iklarin yiizeyleri ince tiiylerle
kapl olabilecegi gibi, tamamen parlak ve diiz olabilir. Ornegin, Medicago sativa
(yonca), Vicia sativa (fig) gibi bitkilerde yaprakgiklar parlak ve tiiysiiz oldugu halde,
Trifolium incarnatum (kirmiz1 tiggiil), Vicia villosa (tiyli fig) ve baz1 T. pratense
formlarinda tamamen ince tiiylerle kaplhidir. Bu yonden tiir i¢erisinde de farkliliklar

goriilebilir.

Bitkilerin genel renkleri de degisebilir. Bir¢ok baklagil yem bitkisinde renk parlak yesil
oldugu halde, Onobrychis sativa (korunga) agik yesil, Vicia pannonica (macar figi) ve
Lotus sp. (ak gazalboynuzu) boz renklidir. Pisum arvense (yem bezelyesi)’'nde ise, bitki

tamamen mumsu bir tabakayla ortiiliidiir. Bu nedenle, mat-yesil renkte goriiliir.

Baklagillerde bir yapraktaki yaprakcik sayist ve birlesme sekilleri degisiklik
gostermektedir. Baklagil yem bitkileri yaprakcik sayisi ve birlesmelerine gore asagidaki
siiflandirma yapilabilir:
1- Basit tek yaprak.........cccocoevveeieeieeiennennnn. Crotalaria
2- Uclii yapraK.........ocooooveveveveeereeeeenerenenan, Trifolium, Melilotus, Medicago
3- Karsilikli bilesik yaprak

a- Yaprak ekseni yaprakgikla bitenler....Onobrychis

b- Yaprak ekseni siiliikle bitenler.......... Pisum, Vicia, Lathyrus
c- Yaprak ekseni dikenle bitenler.......... Astragalus
4- Merkezde bilesik yaprak-isinsal............ Lupinus

67



Ancak, bu ayirim tam olarak kesinlik gdstermez. Ornegin, baz1 Astragalus (geven)
tiirlerinde yaprak ekseni yaprakgikla bitebilir. Bunun yaninda {g¢lii yaprak olarak
nitelendirilen Medicago sativa ve bazi Trifolium tiirlerinde bir yaprakta bazen tigten

fazla yaprakgik goriilebilir.

3.1.3.3.2. Yaprak sap1

Yaprakeiklar, c¢esitli sekillerde bir eksene baglanmislardir. Bazi baklagil yem
bitkilerinde 6rnegin Vicia, Pisum, Lotus, Onobrychis tiirlerinde yaprakg¢iklar eksene
sapsiz olarak oturmuslardir. Buna karsilik, Medicago, Melilotus (tasyoncast), Trifolium
tirlerinde ise tiim yaprakeiklar eksene kisa veya uzun sapgiklarla baglanmislardir.
Baklagillerde yaprakciklarin birlesme sekilleri, yaprak eksenine sapli veya sapsiz

baglanma 6zellikleri 6nemli bir karakterdir.

3.1.3.3.3. Kulakeik (Stipul)

Baklagillerde yaprak ekseninin sapa baglandig1 yerde yaprak sapiin iki yaninda iki
tane kulak¢ik bulunur. Kulakgiklarin sekli ve biiyiikliigi tiirlere gore biiylik
degisiklikler gosterir. Bitki sistematiginde kulakg¢iklarin biiytikliigii ve sekli dnemli bir

karakterdir. Ozellikle, tiir ve varyetelerin ayriminda kulakg¢iklardan ¢ok yararlanilir.

3.1.3.4. Cicek

Baklagillerde ¢icek dis goriiniisiiyle bir kelebegi andirir. Baklagillerde tek bir ¢icek
incelendigi zaman dort ana boliimden olustugu goriiliir. Bakla ve korungadaki ¢icek

yapilar1 6rnek olarak gosterilebilir.

1- Canak yapraklar (Kaliks): Cicegi disardan cevreleyen organlardir. Genellikle yesil
renklidir. Bir ¢igekte 5 tane canak yapragi (sepal) bulunur. Bes ¢anak yapragi dip
kisminda birleserek boru haline gelmistir. Buna karsilik, ¢canak yapraklarinin u¢ kismi
dis seklinde sivrilesmistir. Kaliks borusu ve oOzellikle, dislerin uzunlugu bitki

tanimlamasi i¢in onemlidir.
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2- Tag yapraklar (Korolla): Canak yapraklarin i¢ kismina dizilmis degisik renklerdeki
yapraklardir. Bes tane ta¢ yapragi (petal) bulunur. Tag¢ yapraklar goz alici ¢esitli
renklerdedir. Ornegin, Medicago sativa, Vicia sativa, V. narbonensis, V. villosa;
menekse-mor, Trifolium pratense; alacali-mor, T. repens; beyaz, V. pannonica; kirli

sar1, Onobrychis sativa; pembe, M. falcata; sar1 ve Lotus corniculatus; parlak saridir.

Ta¢ yapraklar bes tane olmasina karsilik dip kisminda bir boru meydana getirirler.
Borunun uzunlugu bazi bitkilerde 20-25 mm’yi bulabilir. Boylece, ¢igekleri bocekler
ziyaret ederken ¢anak yapraklarinin dip kismindaki baldziine ulagamazlar. Bu nedenle,
boceklerin 6zellikle arilarin sik sik ziyaret etmedigi ¢iceklerde tohum tutma orani ¢ok

diiser.

Tag yapraklar ¢igekte bayrak, kanat¢ik ve kayike¢ik olmak tizere ti¢ farkli yap1 gosterir:

a. Bayrak (Veksillum):

Tag yapraklardan bir tanesi digerlerinden biiyiik bir sekil alir. Buna bayrak adi verilir.
Diger tac yapraklariyla birlikte erkek ve disi organlardan olusan eseylik siitununu korur.
Tomurcuk evresinde iken ¢icegi sarar. Cicegin agma evresinde ise biraz geriye bukiiliir.

Genellikle diger ta¢ yapraklarindan daha agik renklidir.

b. Kanatgiklar (Alea):
Biiytliklilk bakimindan birbirine esit iki ta¢ yapragidir. Birbirinden ayri durumda,
kayikgigm iki yaninda yer alirlar. Biiyiikliikleri ¢ok farklidir. Ornegin Onobrychis

tiirlerinde kiigiik olmasina karsilik Vicia tiirlerinde kanatgiklar ¢ok geligmistir.

c. Kayikeik (Karina):

Iki tag yapragmin bir kenar1 boyunca birleserek kayik seklini almasiyla olusmustur.
Kayikeik, baz1 bitkilerde, 6rnegin Onobrychis sativa’da ¢ok biiyiik olmasina karsilik,
Vicia tiirlerinde kiigiilmiistiir. Esas gorevi eseylik siitununu korumaktir. Baz1 baklagil
tiirlerinde kivrilmis olan kayikcik, eseylik siitununu iyice sarar. Bu cigeklerde
olgunlasan disi organ zorunlu olarak kendi polenleriyle déllenir. Buna karsilik, bazi

tiirlerde ¢icek daha tomurcuk halinde iken erkek ve disi organ olgunlasir, déllenme bu
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evrede olur. Bu sekilde zorunlu olarak kendine doéllenmeye “otogami” denir.
Baklagillerin bir kisminda kayik¢ik eseylik siitununu sikica sarmaz. Bir bocegin ¢icege
konmasi1 veya herhangi bir dis etki ile eseylik siitunu kayik¢igin disina ¢ikar. Bu sirada
olgun polenler disar1 dagilir. Cigegi ziyaret eden boceklerin cesitli organlarina yapisir.
Ayni bocegin bir baska c¢icegi ziyareti sirasinda bu polenler disi organin tepecigine
bulasir. Burada ¢imlenen polen yumurta hiicresini doller. Bu sekilde dollenen bitkilerde,
disi organ kendi polenine karsi bir uyusmazlik gosterir. Bitki kendine dollenmeye
zorlansa bile ¢ok az oranda tohum tutar. Bu sekilde yabanci polen ile ddllenmeye

“allogami” ismi verilir.

4- FErkek organlar (Andrekeum)

Baklagillerde genel olarak 10 adet erkek organ bulunur. Her erkek organ, bascik (anter)
ve sapgciktan (filament) olusmustur. Basciklar, esas olarak iki gozlii teka adi verilen
polen keseleridir. Tozlanma aninda uzunluguna yarilarak agilir ve polen verirler.
Baklagil ¢igeklerinde bulunan 10 adet erkek organin birlesme durumlarina goére bitkiler

ii¢c gruba ayrilir.

a. Monadelf: Biitiin erkek organlarinin filamentleri birlesmis ve tek siitiin halini
almiglardir.

b. Diadelf: Bir c¢icekteki 10 erkek organdan 9’u birlesmis bir tanesi serbesttir.
Medicago, Vicia, Trifolium, Onobrychis, Melilotus, Lotus cinsleri 6rnek verilebilir.

c. Polyadelf: Tiim erkek organlar ayridir.

4- Disi organ (Ginekeum)

Disi organ, erkek organlarin olusturdugu siitunun ortasinda yer alir ve bir tanedir.
Tepecik (stigma), disicik borusu (stilus) ve yumurtalik (ovaryum) olmak tizere iice
ayrilir.  Yumurtalik icerisinde bir veya birden fazla tohum taslagi (ovul) bulunur.
Ciceklenme evresinde disi organin doéllenmesiyle birlikte tohum olusur. Tepecik

genellikle bir topuz seklindedir.
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Yumurtalik i¢inde bulunan tohum taslagi baklagil bitkilerinde farkliliklar gosterir.
Ornegin, O. sativa, Melilotus sp., T. alexandrinum (iskenderiye {icgiilii) ve T.
incarnatum’de tek tohum taslagi oldugu halde, T. pratense’nde iki tohum taslagi
bulunur. Bunlardan genellikle bir tanesi dollenir ve bir tohum olusur. Bazen iki tohum
taslaginda da dollenmenin gerceklestigi ve tohum meydana getirdigi goriiliir. Diger
birgok bitkide ve Vicia, Pisum, Lotus ile Medicago tiirlerinin biiylik bir kisminda ¢ok

sayida tohum taslagi bulunur.

3.1.3.4.1. Cicek durumlari

Baklagil yem bitkileri icerisinde Medicago sativa, Melilotus sp. cicekleri salkim
(rasemus) seklinde birlesmislerdir. Buna karsilik Vicia, Pisum tiirlerinde ¢igek topluluk
sekli salkim olmasina ragmen, cicekler yaprak koltuklarina dogrudan kisa veya uzun
sapgiklarla birkag tanesi bir arada baglanmistir. Baz1 baklagil yem bitkilerinde ise, cok
sayida ¢icek kendi aralarinda kisa sapgiklarla birleserek komec (kapitatus) seklini
almiglardir. Kémecler uzun bir ¢icek sap1 ile bitkiye baglanirlar. Bir komecteki ¢icek
sayist olduke¢a degisiktir. Birgok bitkide 10-15’e kadar diismesine karsilik, bazilarinda
150’ye kadar yiikselebilir. Kémeg seklindeki ¢igek topluluk sekline ise Trifolium tiirleri
ornek olarak verilebilir. Lotus tiirlerinde 1-6 ¢igek bir ¢igek sapt ucunda birleserek
semsiye (umbella) bigimini almistir. Cigeklerin dollenmesinden sonra meydana gelen

meyveler el ayasi seklinde goriiliir.

Baklagil yem bitkilerinde ¢igekler, sap iizerindeki durumlarina goére iki gruba
ayrilabilirler. Trifolium pratense, T. resupinatum (kishk tggiil), T. incarnatum
tirlerinde terminaldir. Buna karsilik, Medicago, Onobrychis, Lotus, Trigonella (¢cemen),
Vicia, Pisum tiirlerinde ¢icekler yaprak sapinin ana eksenle birlestigi yerden yani yaprak

koltugundan ¢ikan bir sap lizerinde bulunurlar. Buna aksillar ¢i¢gek durumu ismi verilir.

3.1.3.5. Meyve

Cigekte polenlerin ¢cimlenmesi ile dollenen megagametofit, geliserek meyveyi olusturur.
Baklagillerde meyve, esas olarak fasulye seklindedir. Ancak, cins ve tiirlere goére meyve
sekillerinde degisiklikler goriilebilir. Bazilarinin meyvelerinin fasulye seklinde oldugu

goriilirken M. sativa ve bazi tekyillik yonca tiirlerinde meyveler helezon seklinde
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kivrilmistir. Sar1 gigekli M. falcata’da meyve orak seklinde hafif egiktir. Buna karsilik,

O. sativa meyveleri yarim daire seklinde, tizeri dislidir.

Baklagil yem bitkilerinde meyvede bulunan tohum sayisi degisiktir. Tim Vicia,
Medicago, Pisum, Lotus tiirleri ile Trifolium repens, T. hybridum (melez tggiilii)
meyveleri birden fazla tohum tasirlar. Buna karsilik, Melilotus sp., T. pratense, T.
incarnatum, Medicago lupulina (serbet¢iotu yoncasi) meyvelerinde genellikle bir tohum

vardir.

Bazi tiirlerde, iki meyve yapraginin kenarlari boyunca birlesmesiyle olusan meyve,
olgunlastiktan sonra kenardaki baglanti yerinden catlar ve tohumlar dokiiliir. Bu
nedenle, bazi tiirlerde tohum tiretimi ¢ok gii¢lesir. Meyve ¢atlamasi yoniinden baklagil

yem bitkileri arasinda énemli farkliliklar bulunur.

3.1.3.6. Tohum

Baklagil tohumlar1 biiyiikliik ve renk ydniinden genis bir degisim gosterirler. Ozellikle
biiytiklikk ve agirliklar1 arasinda bliylik farkliliklar bulunur. Tohumlarin sekilleri
genellikle degismeyen bir Ozelliktir. Tohum kabugu rengi de olduk¢a degiskendir.
Genel kural olarak, yeni hasat edilen tohumlar canli ve parlak renkte olduklar1 halde,

yaslanan tohumlarda renk koyulasip matlasir.

a. Tohum kabugu (Testa)

Cogunlukla mat veya parlak ve yiizeyi diizdiir. Tohum kabugu incelenirse, iizerinde
baz1 noktalar goriilebilir. Bunlardan en biiyligli tohumun gelisim evresinde meyve
kabuguna baglandig1 yerin kalintist olan tohum gobegi (hilum)’dir. Tohum gobegi Vicia
sativa, V. narbonensis (koca fig) gibi bazi bitkilerin tohumlarinda ¢ok belirgindir. Bu
noktanin altinda polen tiibiiniin yumurtay1 déllemek icin girdigi yerin kalintisi, mikropil
vardir. Tohumun ¢imlenmesi sirasinda olusan ilk kokeiik burdan disar1 ¢ikar. Bazi
tohumlarda hilumun biraz tizerinde kii¢iik bir nokta daha vardir. Delik¢ik (strofiol) ismi
verilen bu noktanin goérevi bilinmemektedir. Bazi arastiricilar, bu noktanin ¢imlenme

sirasinda tohumun su almasina yardime1 oldugunu ileri siirmektedirler.
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b. Kotiledon

Baklagil tohumlarinda endosperm yoktur. Cimlenme sirasinda tiiketilecek yedek besin
maddesi kotiledonlarda depolanmustir. Fide gelisiminde gerekli olan karbohidrat ve

azotlu maddeler buradan saglanir. Kotiledon iki pargalidir.

c. Embriyo

Cimlenen baklagil tohumlarinda embriyo geliserek fideyi olusturur. Embriyo kok
baslangic1 (radikula), govde baslangict (plumula) ve iki tane kotiledondan meydana
gelmistir. Cimlenme sirasinda radikula asagi dogru yonelerek ilk kokleri, plumula ise

toprak ytizeyine dogru ilk siirgilinii verir.

3.1.3.7. Fide

Bazi tiirlerde ¢imlenme sirasinda kotiledonlarin altindaki hipokotil bolgesi hizla gelisir.
Kotiledonlar topragin iistiine ¢ikar. Medicago, Trifolium, Onobrychis, Melilotus, Lotus
tiirlerinde goriilen bu ¢imlenme sekline epigeik ¢imlenme ismi verilir. Buna karsilik,
bazi cinslerde, 6rnegin Vicia, Pisum, Lathyrus (miirdiimiik)’lerde, toprak yiizeyinde
kotiledonlar goriilmez. Ciinkii ¢imlenme sirasinda kotiledonlarin hemen iistiindeki
epikotil bolgesi hizla biiyiir ve toprak yiizeyine ¢ikar. Embriyodaki kotiledonlar toprak

icinde kalir. Bu ¢imlenme sekline hipogeik ¢imlenme ismi verilir.

Baklagil yem bitkilerinde fideler ¢ok degiskendir. Kotiledonlar genellikle yuvarlak ve
yumurta bi¢iminde, etli ve kenarlar1 diizdiir. ilk tekli yaprak (unifoliat), yuvarlak veya
uzun sekillidir. Uzun bir sapgikla fideye baghdir. Bu ilk tekli yapraktan sonra bitkinin

esas yapraklarina benzer yapraklar goriilmeye baslar.

3.1.3.8. Fabaceae yem bitkilerinin iiretilmesi

Baklagil yem bitkileri generatif ve vejetatif olmak tizere iki yolla iiretilebilir. Generatif
tireme bitkiden elde edilen tohumun kullanilmasi, ekilip yetistirilmesiyle
gerceklestirilir. Buna karsilik vejetatif tiretme bitkinin govde veya kok parcaciklari ile

yapilir. Vejatatif tiretme, bitki 1slahinin belirli donemlerinde bagvurulan bir yontemdir.
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3.1.3.8.1. Generatif liretme

Baklagil yem bitkilerinin generatif olarak {iretiminde, genellikle tohumlarin
kullanilmasina karsilik, bazi bitkiler 6rnegin, Onobrychis, baz1 tek yillik Medicago ve
Melilotus tiirleri meyveleri ekilerek tretilirler. Bu nedenle yetistiricilikte basariya

ulagsmak i¢in tohum veya meyvede bazi 6zelliklerin bulunmasi gerekir.

3.1.3.8.1. Sert tohum

Baklagil tohumlariin etrafi sert bir tohum kabugu ile ortiilmesine ragmen, bircok tiirde
tohum ¢imlendirme ortamina konuldugu veya ekildigi zaman kisa zamanda su alarak
siser ve ¢imlenmeye baglar. Buna karsilik, bazi baklagil bitkisi tohumlarinin kabugunda
su gecirmeyen tabakalar bulunabilir. Bu tohumlar ¢imlenmeleri i¢in uzun bir siire
isterler. Iste, bu tohumlara “sert tohum” ismi verilir. Sert tohumlarin ¢imlenebilmesi
icin kabuk tabakasinin catlatilmasi veya zedelenmesi gerekir. Bu amagla, en fazla
kullanilan yontemler; tohumun zimparalanmasi, ¢esitli asit ve tuz ¢ozeltilerinde
bekletilmesi veya bir varil icerisinde tohumlarin iri c¢akil taneleri ile karistirilmalar
gibi. Ayrica, nemli ve kuru olarak diisiik ve yliksek sicaklik uygulamasi, yiiksek basing,
yiiksek frekansli elektrik enerjisi, kizilotesi (infrared) i1sinlar, radyo dalgalarida bu

amacla kullanilabilir.

Aslinda bir¢cok baklagil yem bitkisi tohumlarinin etrafi sert bir kabukla ortiilmistiir.
Ancak, tohumun hasat ve harman sirasinda tohum kabugu mekanik olarak zarar gortir.
Bu nedenle ekilen tohumlarda sert tohum orani diiser. Cimlenme denemelerinde sert

tohum orani ¢imlenen tohum oranina eklenerek verilir.

Sert tohum oranina tohum olgunlagma evresindeki toprak ve iklim kosullar ile genetik

faktorler etkili olmaktadir.

3.1.3.8.3. Vejetatif iiretme

Yabanci polen ile dollenebilen baklagil yem bitkilerinde, hibritler olustugundan ayni

genotipte yeni bitkiler ancak vejetatif yolla iiretilebilir. Kendilenen bitkilerin ddllerinde
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genellikle kendilenme ¢okiintiisii (tohum dejenerasyonu) goriiliir. Bu nedenle, baklagil

yem bitkilerinin 1slahinda vejetatif iiretme ¢ok kullanilan bir iglemdir.

Yem bitkilerinde vejetatif liretme 4 yolla yapilabilir:
a. Siirliniicti gévde pargalari

b. Toprak alt1 govde parcalari

c. Tacin parcalanmasi

d. Siirgiin ¢elikleri (klon)

Baklagil yem bitkilerinde esas vejatatif {iretim, siirglin ¢elikleri ile yapilir. Bunun i¢in
saplarin ucundaki taze siirgiinler kesilir. Bu siirglinlerdeki fazla yapraklar, su tliketimini
azaltmak amaciyla budanir. Boylece 2-4 cm uzunlugunda gelikler hazirlanir. Celikler
alttan 20°C’e kadar 1sitilan kum igine dikilir. Devamli olarak sulanan g¢eliklerde ilk once
yara dokusu (Kallus) olusur. Daha sonra (9-12) giinliik bir siire i¢cinde kokler gelismeye
baslar. Burada iyi bir sekilde gelisen klonlar daha sonra tarlaya dikilirler (El¢i 1982).

3.1.4. Trifolium L.

Fabaceae (Leguminosae) ailesinin bir iiyesi olan Trifolium (ii¢giil) cinsinin diinyada
yaklagik 230 tiirii (Murphy vd, 2002), Tiirkiye’de ise 96 tiirli vardir. Bunlardan 10 tiir ve
bir varyete endemiktir (Davis, 1970). Trifolium ismi karakteristik yaprak yapisi
nedeniyle Latince tres (iic) ve folium (yaprak) kelimelerinden olusmustur. Baslica
Kuzey yarikiirenin 1liman bolgelerinde ve tropiklerdeki daglar kadar genis bir alanda
yasayabilirler. Ziraati yapilan 25 tiirii bulunmaktadir. Uggiiller bir, iki veya ¢ok yillik
otsu bitkilerdir. Trifoliat yapraktaki yaprakcik saplar1 yonca ve tagyoncalarin aksine
birbirine esittir. Yaprak¢iklarin u¢ kisminda mukronat belirgin degildir. Kulakg¢iklar
oldukea iyi geligmistir ve kenarlar diizdiir. Cigekler genellikle komeg, bazen sik salkim,
nadiren tek cicekler halinde bulunurlar. Meyvelerinde bir veya birden fazla tohum

bulunabilir.
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3.1.4.1. Trifolium pratense L.

Trifolium pratense L. nin sistematigi (Davis 1970) ise sOyledir:
* Divisio:  Spermatophytae (=Phanerogamae)
* Classis:  Magnoliopsida
* Subclassis: Dicotyledoneae
*  Ordo: Fabales
* Familia:  Fabaceae
e Tribus: Trifolieae
* Genus: Trifolium
* Sectio:  Trifolium
» Species: Trifolium pratense

* Varyete: Trifolium pratense var. pratense

Dikten yatiga, ¢ok yillik ve 20-60 cm’ye varan gévde uzunlugu goriiliir. Stipullar ovat-
lanseolat, serbest uglar1 mukronat veya kuspidattir. Yaprakciklar 1.5-3.0(-5.0) cm.
obovattan genis eliptige, 0.7-2.2 cm genislikte, sapsiz veya nadiren sapli, genellikle
indirgenmis yapraklarin stipullar1 vardir. Kaliks tiipsii-kampanulat, 10- damarl
patuloz-tiiylii, nadiren tiiysiiz; tiip boynu dairesel tiiylii bir kalinlagsma ile ag¢ilir. Korolla
kirmizimsi-mor ila pembe, nadiren beyazimst olup, 12-18 mm boyundadir.
Cigeklenmeleri 5.-9. aylar arasinda gergeklesir. Cayirlar, yol kenarlari, kesilmis orman
alanlar1 gibi yerlerde yaklasik 2300 m.’de yayilig gosterir.

Trifolium pratense var. pratense anahtarda soyle belirlenir:

1. Govdeler genellikle 20-40 cm, yogun basik tiiylii; yaprake¢iklar 1.5-3.0 cm.

var. pratense’dir (Davis 1970).

Cicek toplulugu kémeg, durumu ise terminaldir. Tetraploid cayir iiggiiliinde ¢icekler
daha biiylik ve c¢icek borusu dar uzundur. Bu nedenle baklagillerde tozlama yapan
bocekler, ¢ayir tiggiiliinden balozii almak istemezler. Yabani arilar bal arisina nazaran

tozlama ve dollenmede daha etkilidir (Elgi 1994).
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Meyve c¢ok kiigiiktiir. igersinde tek, bazen iki tohum bulunur. Meyve kabugu enine
boliinerek tohum iizerinde sapka seklinde kalir. Diploid ve dogal tetraploid T. pratense
L.’nin polen ve tohum morfolojisi Pinar vd (2001) tarafindan calisilmistir. Polenlerin
biiytikliikleri birbirine yakindir. Diploid polenler simetrik iken tetraploid polenlerde
asimetri goriilmektedir. Diploid formun tohumlar1 en biiylik ve en agir tohumlardir.
Tetraploid formun tohumlar1 ise daha kiiciiktiir. Diploid formun tohumlar1 sar1 iken

tatraploid formun tohumlar1 koyu kahverengidir.

A Sgseicinaae 1

A2 Fgictione /;w,m;f/ ’ Rothlee.,

Sekil. 3.1. T. pratense bitkisinin genel goriiniisii (Thomé 1999)

3.1.4.2. Trifolium pratense L.’nin biyolojik aktif maddeleri ve kullamlis1

Pekcok farkli bitki, hayvanlarda bulunan Ostrojenle es deger bilesikler {iretir.
Fitodstrojenler Ostrojen benzeri bitki bilesikleridir. 16 farkli familyadan 300 bitki
tiiriinde 20 tane bilesik tamimlanmustir. Fitodstrojenler iki gruba ayrilir: Izoflavonlar ve
lignanlar. Ostrojen hormonuna benzer etki gosterirler. Flavonoit grubundan olan
bilesikler o6zellikle Glycine max (soya fasulyesi) ve T. pratense’de bulunmaktadir.

Menopoz sikayetlerinin giderilmesinde ve kardiyovaskiiler riskin azaltilmasinda
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fitoostrojenlerden yararlanilir (Van de Weijer 2002). Bir dietin parcasi olarak
fitoostrojenler gilivenli ve yararlidir. Bazi ¢alismalar fitodstrojenlerin ayni zamanda
kansere karsi koruyucu olduklarin1 bildirmektedir (Rahim ve prostat kanseri gibi).
Asyali gogmenlerde ve Asyali populasyonlarda soya {iirlinlerinin yogun tiiketilmesinden
dolayr hormona bagli kanser tiirlerinin rastlanma sikliginin azaldigi bildirilmektedir
(Mazur 1996). Ayn1 zamanda menopozal semptomlar ve osteoporoz’un bu insanlarda

batililara gore daha az goriildiigii rapor edilmistir (Dixon 2004).

T. pratense L. halk arasinda, bronsit, kanser, karaciger hastaliklari, romatizma, deri
hastaliklari, yanmiklar ve yaralar, ilser’e karsi, diliretik, ekspektoran, yatistirici,
antispazmodik, tonik Ozelliklerinden dolayr kullanilmaktadir. Cigekleri yatistirici
olarak kullanilir. Rusyada bronsiyal astim tedavisinde kullanilmaktadir. Cin halk
tibbinda ¢icek cay1 ekspektoran ve antitiimoral etkileri nedeni ile kullanilmaktadir

(Duke 1983).

3.2. Bitki Doku Kiiltiirii

Aseptik sartlarda, yapay besin ortaminda, biitiin bir bitki ya da hiicre (meristematik
hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlar1) veya organ (
apikal meristem, kok vb) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya cesitli bitkisel

tiriinlerin (sekonder metobolitler vb) iiretilmesidir.

Bitki doku kiiltiirii ¢esitli amaglarla yapilir. Bunlardan 6nemli olanlardan bazilarz;
- Mikroiiretim
- Sekonder metabolit tiretimi

- Bitki hiicre genetigi, fizyolojisi, biyokimyas1 ve patolojisini incelemektir.

3.2.1. Besin ortaminda bulunan maddeler

a. Makro elementler
Temel besin ortami i¢indeki en 6nemli olan maddelerden birisi azottur. Bazi besin

ortamlarinda yiiksek oranda, degisik formlarda (NH;', NOs;  veya organik) azot

bulunurken bazi ortamlarda ¢ok diisiik oranda azot bulunur veya hi¢ bulunmaz (in vitro
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nodiilasyonda kullanilan ortamlar). Fakat azot besin ortamlarinda NO;  formunda daha
fazla bulunur. Bitki kiiltiirleri ilk 6nce ortamdan genellikle NH, " formunda azotu alirlar
ve daha sonra pH diisiince NO;3™ formunu kullanmaya baglarlar. KNO; formunda azot
ilavesi ayn1 zamanda potasyumunda ortama ilavesini saglar. Diger makro elementler

fosfor, sodyum, magnezyum, kiikiirt ve kalsiyum sayilabilir.

b. Mikro elementler

En c¢ok kullanilan mikro elementler sirasiyla demir, manganez, ¢inko, bor, bakir,
molibden, kobalt ve iyottur. Bunlar arasinda demirin bitki hiicreleri tarafindan daha iyi

aliabilmesi i¢in jelatlasmis formda ortama ilave edilmesi gerekir.

¢. Vitaminler

Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptirler. Bitki kiiltiirleri i¢in en
gerekli vitaminler thiamin (B;) ve daha sonra sirasiyla nikotinik asit (Bs, niasin) ve
pridoksindir (Bg). Myo-inositol ve d-biotin (H)’de oOncelikle gerekli vitaminler
icerisinde degerlendirilmektedir. Diger vitaminler arasinda d-pantotenik asit (Bs),
askorbik asit (C), [I- tokoferol (E), folik asit (M), retinol (A), riboflavin (B,) ve

kolekalsiferol (D3;) zaman zaman besin ortamlarina ilave edilmektedir.

d. Sekerler

Kiiltire almman bitki hiicre ve dokulart yeterli miktarda karbohidrat sentezi
yapamadiklarindan (yani heterotrof olduklarindan) enerji kaynagi olarak cesitli sekerler
kullanilmaktadir. Bitkilerce kullanilabilen sekerlerden fazla kullanilan1 sakarozdur.
Besin ortamlarinda siklikla kullanilan diger sekerler, glikoz, maltoz, rafinoz ve

fruktozdur.

e. Jel yapict maddeler

Jel yapict maddeler besin ortamlarini yari-katt hale getirmek i¢in kullanilir. Bunlar

genellikle kirmizi deniz alglerinden ¢ikarilan gesitli polisakkarit bilesimleridir. En ¢ok
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kullanilanlar agar (degisik tipleri), agaroz, Sea-Kem agaroz, aljinat, Phytagel (gelrite),
silikajel, jelatin ve nisastadir. Jel bitki hiicrelerince alinamaz ve besin ortaminin diger

maddeleriyle reaksiyona girmez.

f. Bitki biliylime diizenliyicileri

Organik ve sentetik yolla iiretilen bitki biiylime diizenleyicileri sunlardir: Oksinler,

sitokininler, gibberellinler, absisik asit, etilen.

- Oksinler, fotoperyodizm, koklendirme, apikal dominansi, yan siirgiinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Oksinler, doku kiiltiirlerinde tek basina
kullanildiklarinda kallus uyarimmini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini  ve
somatik embriyo olusumunun uyarimini, sitokininlerle birlikte yine kallus olusumunu,
siirglin olusumunu (organogenez) ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasini
saglarlar. Ayrica elde edilen siirgiinlerin kdklendirilmesinde vazgecilmez bir kullanima
sahiptirler. Temel hormon formu indol-3-asetik asit (IAA)’tir. Sentetik oksinler arasinda
naftalen asetik asit (NAA), indolbiitirik asit (IBA), 2,4- diklorofenoksiasetik asit (2,4-
D), ve 4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit (pikloram) sayilabilir.

- Sitokinin, bir adenin tiirevi olan BAP (6-Benzilaminopiirin) ¢ok kullanilan bir
sitokinindir. Sitokininler, ¢ogunlukla kok ucu meristemi ve geng yapraklarda iiretilir.

Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagma, bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogaltiminda etkili
olup, antioksidan etki gostererek yaslanmay1 da geciktirirler. Siirglinlerde koklenmeyi

ve embriyogenezi engellerler. Dogal sitokinin formlar1 zeatin ve zeatin riboziddir.

Ayni zamanda amaca bagl olarak besin ortamlarma amino asitler, yapis1 tam olarak
aciklanamayan maddeler (hindistan cevizi siitil) organik asitler, antibiyotikler, biyositler

ve toksik maddeleri tutabilen diger maddeler eklenebilmektedir.

3.2.2. Bitki Doku Kiiltiiriinde Organogenez

Bitkiyi meydana getiren canli hiicrelerden herhangi birisi tekrar bdliinerek ve

farklilasarak yeni bir bitki meydana getirebilme kapasitesine her zaman sahiptir.
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Bitkisel dokularda gdzlenen bu &zel yetenek totipotensi olarak adlandirilmaktadir. Iste
doku kiiltiiriinlin giicii bu noktadadir. Bu kapasite kullanilarak protoplastlarin,
hiicrelerin, dokularin ve organlarin kiiltiirleri yapilarak in vitro bitki rejenerasyonu
gergeklestirilmektedir. Ayrica doku kiiltiirii tekniklerinden sitolojik, histolojik ve
organogenik  farklilagmayr  kontrol eden  faktorlerin  belirlenmesinde  de

yararlanilmaktadir.

Organogenez, dokulara ve kallusta hiicrelere baski uygulanarak degisikliklerin meydana
gelmesi, siirgiin veya kok primordiyumu olarak adlandirilan tek kutuplu, yeni dokularin

ve vaskiiler sistemin olustugu bir olaydir.

In vitro olarak yetistirilen bitki dokulart farklilagabilmekte ve yeni organlar
olusturabilmektedir. Bu tiir organlara 6rnek olarak kok, siirgiin ve ¢icekler verilebilir. In
vitro kontrollii siirgiin gelisiminin ilk kayitlar1 White (1939) tarafindan yapilmistir. Bu
arastirici, sivi besin ortamina gémiilmiis Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorffii
melezlerinden elde edilen kallus iizerinde siirgiinlerin olustugunu gozlemistir. Fakat
bunu agar ile katilastirilmig besin ortaminda yetistirilen kallusta gdzleyememistir. Ayni
yil, kallustan kok olusumunun ilk gdzlemleri Nobecourt (1939) tarafindan havug
kalluslar1 kullanilarak yapilmistir. Takip eden yillarda White’in bulgular1 Skoog (1944)
tarafindan da dogrulanmis ve gelistirilmistir. Bu arastirici, oksinin kék olusumunu
uyardigini ve siirgiin olusumunu engelledigini gostermistir. Bunun yaninda, Skoog
(1944) oksinin siirgiin olusumundaki engelleyici etkisinin, ortamdaki sakaroz ve
inorganik fosfatlarin miktarin1 artirarak kismen de olsa ortadan kaldirilabilecegini
gostermistir. Skoog ve Tsui (1948), adenin siilfatin siirglin olusumunu hizlandirdigi ve
oksinin engelleyici etkisini yok etmekte aktif oldugunu gostermistir. Ayni arastiricilar,
bu sonuca ek olarak organ olusumunun ilerlemesinin bu eklenen maddelerin
konsantrasyonu ve orani ile ilgili oldugunu kaydetmislerdir. Benzer sonuclar diger
laboratuvarlarda da kaydedilmis ve takip eden yillarda in vitro kosullarda organ
olusturan tiirlerin sayisinin hizla artmasina yol agmistir. 1956 yilinda Miller ve
arkadaglar1 tarafindan kinetinin kesfedilmesi, Skoog ve Miller (1957)’in klasik bulusunu
ortaya c¢ikarmistir. Titlin kallusu ile yapilan c¢alismalar gostermistir ki oksinin,

sitokinine gore ortamda yiiksek olan orani kok olusumunu, tersi ise siirgiin olusumunu
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ve arada olan oranlar ise kallus gelisimini desteklemektedir. Yiizlerce bitki tiirlinde bu

yaklasim sonucunda in vitro siirgiinler ve/veya kokler olusmustur (Babaoglu 2001).

In vitro organogenez iizerine yapilan arastirmalarin biiyiik bir kisminda, etkin bir organ
olusumunun yerine getirilebilmesi i¢in gerekli olan sartlardan 6nemli olanlarinm
siralarsak;

1. Uygun eksplant se¢imi,

2. Biiyiimede aktif maddeleri igeren uygun bir besin ortaminin se¢ilmesi,

3. Fiziksel ¢evre kosullarinin kontrolii sayilabilir.

Organogenezde basar1 elde etmenin en 6nemli kosullarindan birisi, uygun bir eksplant
kaynaginin secilmesidir. Basta genotipik varyasyon olmak, cesitli faktorler kiiltlire
alinan eksplantin davranisini etkileyebilir. Bunlar; (a) doku kaynagi olarak kullanilan
organ, (b) organin ontogenik ve fizyolojik yasi, (¢) eksplantin bitkiden alindig1 donem,
(d) eksplatin biiyiikliigli ve (e) eksplantin alindig1 bitkinin diger genel 6zellikleridir.
Yaygin olarak kullanilanlar sunlardir; gévde (Skoog ve Tsui 1948), kok (Earle ve
Torrey 1965), yaprak (Giirel 1998a), cicek durumu (Kaul ve Sabharwal 1972),
yumurtalik veya yumurta hiicresi (Giirel vd 1998), kotiledon ve hipokotil gibi fide
organlar1 (Giirel ve Kazan 1998) ve tohum embriyosu (Sommer vd 1975) (Babaoglu
2001).

Herhangi bir organizasyon gostermemis hiicreler yiginina kallus denir. Kallus, aseptik
ortamlar altinda diizenli zaman araliklar ile alt kiiltiir yapilip yeni ortamlara (yari-kati
ve / veya sivi) aktarilarak uzun siire korunabilir. Fakat dig goriiniisiine ragmen tekdiize
(degismez) bir doku degildir. Kallusun uzun siire alt kiiltiire alinmasi bazi yapisal
degisikliklere yol agmaktadir. Bunlardan en sik olarak goriilenler sunlardir:

1. Bliylime ve gelisme i¢in gerekli olan eksojen (disardan verilen) hormon
gereksiniminin ortadan kalkmasi, diger bir ifadeyle kallus hiicrelerinin boliinme
ve gelisme i¢in artitk eksojen bitki biiyiime diizenleyicilerine ihtiyag
duymamalar1 ve neticede ‘hormon-otonom’ bir kallusun meydana gelmesi

(habituation),
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2. Organogenik potansiyelin yani yeni adventif siirglin veya kok meydana getirme
yeteneginin azalmasi veya tamamen ortadan kalkmasi,

3. Kallus dokusunun yapisinda bazi1 degisikliklerin kendiliginden ortaya ¢ikmasi,
ornegin nispeten kiigiik hiicrelerden meydana gelmis sik yapili (compact) bir
kallus veya daha biiyiik ve seffaf hiicrelerden meydana gelismis gevsek yapili

(friable) bir kallusun meydana gelmesidir.

Ayni bitki tiiriinden alinan degisik eksplantlar organogenez olusturma kapasitesi
bakimindan biiylik farkliliklar gosterebilirler. Bunun yaninda olusan kallus homojen
degildir ve kiiltiirde yas ile birlikte c¢esitli degisikliklere maruz kalmaktadir.
Organogenez caligmalarinda eksplant kaynagi secilirken, bu faktorler dikkate
alinmalidir. Sitolojik bakimdan benzer olan hiicrelerin  biyokimyasal yeterliliklerinde
biiylik farklar oldugu anlasildigi zaman yukaridaki faktorler daha da 6nemli bir hale
gelmektedir.

In vitro organ gelisiminin indirekt organogenez ve direkt organogenez olmak iizere iki
modeli vardir. Indirekt organogenezde, meristematik bir merkezin olusumundan ve
takip eden siirglin veya kok olusumundan oOnce, alinan eksplant dokusu organize
olmamig kallus kiimesinin olusturulmasi i¢in uyarilir. Direkt organogenezde, kallus

gelisimi hi¢ goriilmez.

Kallus dokusundan siirgiin gelisimini 6zetlemek gerekirse, islem eksplantin
cevresindeki hiicre dizilerinin bozulmasi ile baslar. Hiicre dizileri ve eksplant arasindaki
bolgelerde ise bazi trakeal elementler ortaya c¢ikar. Kiiltiirden bir hafta sonra trakeal
elementlerin yaninda hiicre boliinme bolgeleri gdzlenmeye baglar. Bu boélgenin iginde
ozellikle kallusun alt yarisinda takip eden giinlerde meristematik merkezler olusur. Bu
merkezler daha sonraki giinlerde gozle goriilebilir siirglin promordiasini(taslagini)
olustururlar. En Once olusan siirgiinler ortama temas eden kallus yiizeylerinin genis

cikintilart tizerinde goriliir (Babaoglu 2001).
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Trifolium cinsine ait baska tiirlerde (Bhojwani 1981, Choo 1988, Konieczny 1995) veya
T. pratense’nin diploid ¢esitlerinde organogenez calismalar1 yapilmistir (Phillips ve
Collins 1979a,b, Bhojwani vd 1984, Cebrat vd 1990a,b, Konieczny 1995).

Dogal tetraploid T. pratense L. anavataninin iilkemiz oldugu yabanci arastiricilar
tarafindan kabul edilmis olmasina karsilik tarimsal isletmelerimizde yetistirilme
cabalaria gereken 6nem verilmemistir. Diinyada T. pratense L. diger biitiin kiiltiire
alinan baklagil yem bitkileri arasinda tarimi en genis sekilde yapilan ve bilinen
baklagillerden birisidir. Bugiin klasik hibridizasyon yontemleriyle elde edilen tetraploid
T. pratense L. Kuzey ve Bati Avrupa’da, Bati ve Orta Asya’da, Amerika Birlesik
Devletleri’nde, Kanada, Yeni Zelanda ve Avusturalya’da onemli bir yem bitkisidir
(Wilsie 1967). T. pratense L.’nin Ingiltere’de yillik tohum sarfiyati 300 ton’dur
(Cooper 1983). Bu rakam Isve¢’de 3700 tonu bulmaktadir. Finlandiya’da ise yillik 800
ton’dur (St.. Pierre ve Bullen 1975). A.B.D. ise sadece 1slah edilmis “Kenland”
Cayrriiggiiliine ait 9496 ton tohum her yi1l ekilmektedir (Hughes vd 1967).

Yaptigimiz bu calisma ile sadece lilkemizde Dogu Anadolu bolgesinde dogal olarak
yetisen tetraploid T. pratense L.’de ilk kez doku kiiltiirii ¢alismasi yapilmis ve in vitro
organogenez ile tiirlin ¢cogaltilmasina ¢alisilmistir. Milli gelir oran1 diisiik olan Dogu
Anadolu Bolgemizde, gelirlerini hemen hemen tek kaynak olan hayvanciliktan saglayan
vatandaslarimiz bu bitkiyi besi amagli ot yetisticiliginde kullanabilmeleri i¢in bitkinin
daha genis alanlarda yetistirilmesi gerekmektedir. Yine bu bolgemizde asir1 otlatma ile
zayiflayan gayirlar, in vitro yontemle iretilen bitkilerle yeniden diizenlenebilecek ve

1slah edilebilecektir.

Bitki besin degerine ilaveten, isoflovan karakterinde (fitoOstrojen) maddeler
icerdiginden hayvanlarda siit verimini de artirmaktadir (Van de Weijer 2002). Bu konu
ile ilgili tilkemizde dogal olarak yetisen tetraploid Trifolium pratense ile ilgili bir
bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle dogal tetraploid Trifolium pratense ile ilgili

calisma konularinin kapsami genislemekte ve deger kazanmaktadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Bu calismada, materyal olarak El¢i (1982) tarafindan Erzurum’un Tortum yoresinden
alinan 2n = 4x = 28 kromozomlu bir bitki oldugu belirlenen dogal tetraploid Trifolium
pratense L. (Cayiriiggiilii, Kirmiz1 ¢igekli tirfil) E2 ¢esidi kullanildi. Dogal tetraploid T.
pratense L. diploid gesitlere gore vejetatif Ozellikleri bakimindan iistiin bir formdur
(Elgi 1982).

Dogal tetraploid Trifolium pratense L. (Cayiriiggiilii) E2 ¢esidi A.U. Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii deneme bahgelerinde yetistirildi. Tohumlarin ekimi Mart ay1 sonunda
gerceklestirildi. Tohumlarin derine gitmemesi icin ince fakat sert bir tohum yatagi
hazirland1 (Elgi, 1988). 15 giin ig¢inde ¢ikan fideler Mayis ay1 sonunda ve Haziran ay1
basinda ciceklenmeye basladilar. (Sekil 4.1.). Temmuz ayinda ise kuruyan cicekler
tohum elde etmek icin toplandi. Toplanan gigeklerden tohumlar ayiklandi (Sekil 4.2).

Deneylerde senelik tohumlar kullanildi.

Sekil 4.1. Deneme bahgesinde ¢i¢ceklenmis dogal tetraploid Trifolium pratense
L.’lerin genel goriiniimii
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Sekil 4.2. Deneme bahgesinde ¢icekli bitki ve ayiklanmis tohumlar
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Deneme bahgesinde yetistirilen bitkilerden eksplantlar alinip kullanildi. Fakat bunlarda
kontaminasyon orant ¢ok yiiksek oldu. Kontaminasyonu azaltmak amaci ile
tohumlardan eksplant kaynagi olmak iizere aseptik fideler yetistirildi. Deneme
bahgesinden elde edilen senelik tohumlar steril ortam sartlarinda MS ortaminda,
karanlikta ¢imlendirildi ve aseptik fideler elde edildi. Tohumlar ¢imlenmeye ekimden
sonraki 3. giinde basladi. Cimlenmeden birka¢ giin sonra hipokotil boylar1 2 cm. olan
fideler 1518a alindi. 15 giinliik unifoliat ilk yapragi ¢ikmis olan aseptik fideler eksplant
kaynagi olarak kullanildi (Sekil 4.3a-b).

a b
Sekil 4.3. a. Cimlendirme i¢in ekilmis tohumlar, b. 15 giinliik fideler

4.1.1. Eksplantlar

Deneme bahgesinde yetigen bitkilerden yasli govde ve yaprak, geng yaprak ve yaprak
sapindan; steril fidelerden apikal meristem, hipokotil, epikotil, kotiledon ve ilk

yapraklardan eksplantlar alindu.
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Deneylerin basladigi ilk sene tarladaki bireylerden, farkli organlardan eksplant alindi.
Yash govdeler ortalama 24.6 cm. boyunda ve ortalama 5.8 adet trifoliat yapraga
sahiptiler. Geng yaprak saplar1 ise ortalama 12.44 cm. boyunda ve 1 adet trifoliat
yapraga sahiptiler. Yash govde ve yaprak, geng yaprak ve yaprak sap1 eksplantlar1 alindi
(Sekil 4.4a-b). Sterilizasyondan sonra uglari kesilerek temizlenen govde, yaprak
saplarindan 0.5-1 cm. biiyiikligiinde, yaprak parcalarindan 0.5-1 cm” biyiikligiinde
eksplantlar tartilarak ortamlara dikildi. Her petriye 5-6 eksplant olacak sekilde ekimler

yapildi.
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Sekil 4.4. Deneme bahgesinden alinan yasli govde ve geng yaprak a. Yagh govde ve
yapraklar, b. Geng yaprak
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Her petriye 10-15 tohum olmak {izere ekilen tohumlardan elde edilen 15 giinliik
unifoliat ilk yapragi bulunan aseptik fidelerden ise kisa bir sterilizasyon isleminden
sonra hipokotil (0.5-1cm), kotiledon (tiim ve ikiye ayrilmis sekilde), epikotil (0.5-1cm),
apikal meristem (Imm) ve ilk yapraktan (tiim ve ikiye ayrilmis sekilde) eksplantlar
alind1 (Sekil 4.5). Bu eksplantlar tartilarak dikildi. Her petriye 5-6 eksplant olacak

sekilde dikimler yapilda.
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Sekil 4.5. Eksplant kaynag1 olarak alinan parcalar ve aseptik fidenin genel goériiniisii
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4.2. Yontem

4.2.1. Tohum cimlendirme ve organogenez icin kullanilan ortamlar

Tohumlar1 ¢imlendirebilmek i¢in hormonsuz MS (Murashige and Skoog, 1962) ortami
kullanild1 (Cizelge 4.1). Ortamlar steril sartlarda petri kaplarina dokiildi. Steril edilmis

tohumlar petrilere ekilerek ¢imlendirildi.

In vitro organogenez i¢in MS ve PC-L2 (Phillips ve Collins 1979) ortamlari
kullanild1 (Cizelge 4.1). Siirgiin olusumu i¢in Benzilaminopiirin (BAP)’in farkli hormon
konsantrasyonlar1 ve sabit miktarda Naftalenasetik asit (NAA) denendi (Cizelge 4.2).

Farkli hormon konsantrasyonundaki ortamlar petri kaplarina dokiildii.

Olusan siirgiinlerin koklenmesi i¢in sadece 1mg/l NAA ihtiva eden PC-L2 ortamu

kullanildi. Koklenme ortamlart 400 ml’lik kavanozlara dokildii.
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Cizelge 4.1. Kullanilan MS ve PC-L2 ortamlarinin igerikleri

MS ORTAMI (mg/)l

PC-L2 ORTAMI (mg/l)

NH4NO;
CaCl,.H,O
MgSO4
KH,PO4
KNO;3

H;BO;

KI
MnS04.4H,0
Na,Mo004.2H,0
ZnS04.7H,0

COC12.6H20
CUSO4.5H20

Na,EDTA.2H,0
FeS04.7H,O
Mio-inositol
Tiamin-HCl
Nikotinik asit
Pridoksin-HCl
Sakaroz

Agar

pH=5.8

1650
440
370
170
1900

6.2
0.83
16.8
0.25
8.6

0.025
0.025

37.2
27.8
100
0.1

0.5

0.5

20 000
8 000

NH4NO3
KNO;
KH,POg4
NaH,P04.H,0
CaCl.2H,0
MgS0,4.7H,0
H;BO;
KI
MnSO4.H,0
Na,Mo004.2H,0
ZnS04.7H,0

COC12.6H20
CuS04.5H,0

FeS0O4.7H,0.EDTA
Mio-inositol
Tiamin-HCl
Pridoksin-HCl

Sakaroz

Agar

pH=5.8

1000
2100
325
85
600
435

15
0.4

0.1
0.1

25
250
2.0
0.5

25000
8000




Cizelge 4.2. Siirgiin olusumu i¢in MS ve PC-L2 ortamlarinda kullanilan hormon
kombinasyonlar1 (mg/1)

2 BAP/1NAA

2,5 BAP/ 1 NAA

3 BAP /1 NAA

4 BAP /1 NAA

5BAP /1 NAA

4.2.1.1. MS ortaminin hazirlanmasi

Oncelikle normal konsantrasyonun 10 veya 100 kati  seklinde hazirlanan stok
cozeltilerden uygun hacimler (Cizelge 4.7) alinarak MS ortami yapildi. pH ayar
yapildiktan sonra agar eklendi.

a. Makro elementler stogu

Cizelge 4.3. MS ortaminda kullanilan major tuzlar

Makro elementler g/ 1(x10)
NH4NO; 16.5
CaCl,.H,O 4.40
MgSOg4 3.70
KH,PO4 1.70
KNOs3 19

Tiim major tuzlar listeki (Cizelge 4.3) stok miktar1 kadar tartildi. Balon jojedeki saf
suda sirastyla, balikla karistirilarak ¢oziildi. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra

koyu renkli bir sisede etiketlenerek buzdolabinda saklanmistir.
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b. Mikro elementler stogu

Cizelge 4.4. MS ortaminda kullanilan mindr tuzlar

Minoér elementler mg/l (x100)
H3;BO; 620

KI 83
MnS0,4.4H,0 1680
Na,Mo04.2H,0 25

ZnS0,4.7 H,O 860
CoCl,.6H,O 2.5
CuS04.5H,0 2.5

Tiim mindr tuzlar listeki (Cizelge 4.4) miktar kadar tartildi. Yarisina kadar saf su dolu
bir litrelik balon jojede sirayla karistirilarak ¢oziildi. 25 mg kobaltkloriir ve 25 mg
bakirsiilfat 100 ml saf suda ¢o6ziiliir. Bu ¢ozeltiden aliman 10 ml ¢6zeltide 6nceki
karisima eklendi. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra koyu renkli bir siseye aktarildi.

Etiketlenerek buzdolabinda saklandi.

¢. Demir stogu

Cizelge 4.5. MS ortaminda kullanilacak demir stogu

Demir g/1 (x100)
FeSO4.7H20 2.78
Na2EDTA.2H20 3.72

Demir siilfat ve sodyum EDTA (Cizelge 4.5) tartilarak balon jojedeki saf suda sirayla
karistirllarak ¢6ziildii. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra koyu renkli bir siseye

aktarildi. Etiketlenerek buzdolabinda saklandi.
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¢. Vitamin stogu

Cizelge 4.6. MS ortaminda kullanilan vitaminler

Vitaminler mg/1 (x100)
Tiamin-HCl 10
Nikotinik asit 50
Pridoksin-HCl 50

Vitaminler yukardaki (Cizelge 4.6) sirayla tartilarak 100 ml saf suda ¢oziildii ve koyu
renkli sisede buzdolabinda saklandi.

d. Bitki biiylime maddelerinin stoklar1 (0.1 mg/ml)

- Naftalen asetik asit (NAA) 25 mg tartilip 400 ml’lik 6lciilii bir beherde 5 ml saf su

icinde ezilerek, ¢oziiliinceye kadar damla damla 1M NaOH ilave edildi. Cozelti 250

ml’ye distile su ile tamamlandi. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda saklandi.
- 6-Benzilaminopiirin (BAP) 25 mg tartilip 400 ml’lik 6lgiilii bir beherde 5 ml saf su

icinde ezilerek, 1 M HCI hormon ¢oziiliinceye kadar damla damla ilave edildi. Distile su

ile 250 ml’ye tamamlandi. Etiketlenerek koyu renkli sisede buzdolabinda saklandi.
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Cizelge 4.7. Hormonsuz ve hormonlu MS ortam karigimlari

Sira | 1 litrelik hormonsuz 1 litrelik hormonlu
1 |Balon jojeye 500 ml. saf su Balon jojeye 500 ml. saf su
2 |20 gr. Sakaroz 20 gr. Sakaroz
3 | 100 ml. Major Stok 100 ml. Major Stok
4 |10 ml. Minor Stok 10 ml. Mindr Stok
5 |10 ml. Demir Stok 10 ml. Demir Stok
6 | 100 mg. Mio-Inositol 100 mg. Mio-Inositol
7 |1 ml. Vitamin Stok 1 ml. Vitamin Stok
8 |HORMON YOK (1 mg/l NAA+2 mg/l BAP)

10 ml. NAA stok

20 ml BAP stok

9 // (1 mg/l NAA+2.5 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok

25 ml BAP stok

10 // (1 mg/l NAA+3 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok

30 ml BAP stok

11 // (1 mg/l NAA+4 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok

40 ml BAP stok

12 // (1 mg/l NAA+5 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok

50 ml BAP stok

13 | Hacim litreye tamamlanir Hacim litreye tamamlanir
pH=5.8%* pH=5.8%*
14 |8 gr Agar 8 gr Agar

**pH ayarlanmasi

Kiiltiir i¢in hazirlanan ortamlarin agarlari ilave edilmeden 6nce pH ayarlamasi yapildi. 1
M HCI ve 1 M NaOH c¢ozeltileri kullanilarak, ortam pH’s1 doku kiiltiirii i¢in en uygun
pH olan 5.8’¢ ayarlandi. pH ayari, ortam manyetik karistirict {izerinde siirekli

kanstiritlirken 1 M HCl ve 1 M NaOH damla damla ilave edilerek yapildi.
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4.2.1.2. PC-L2 ortaminin hazirlanmasi

Oncelikle normal konsantrasyonun 10 veya 100 kati seklinde hazirlanan stok
cozeltilerden uygun hacimler (Cizelge 4.12) alinarak PC-L2 ortami yapildi. pH ayari
yapildiktan sonra agar eklendi.

a. Makro elementler stogu

Cizelge 4.8. PC-L2 ortaminda kullanilan major tuzlar

Makro elementler g/ 1(x10)
NH4NO; 10
CaCl,.2H,0 6.00
MgSO4 7H,0 4.35
KH,PO4 3.25
KNO; 21
NaH,P0O4.H,0 0.85

1000 ml’lik temiz bir balon jojedeki 700 ml saf su igerisine sirasi ile her tuzdan
tablodaki (Cizelge 4.8) miktar kadar tartilip, ilave edildi. Bu iglem sirasinda, manyetik
karstirict ile siirekli ¢ozelti karistirild. Ilave edilen her madde tamamen erimedikce bir
sonraki madde ¢ozeltiye eklenmedi. Tiim maddelerin eridigi ¢ozelti, distile su ile 1000

ml’ye tamamlandi. Stok ¢6zelti temiz ve renkli bir sisede buzdolabinda saklandi.

Hazirlanan bu stok, olduk¢a dayaniksiz ve ¢okelti olusturma egiliminde oldugu igin

1000 ml’den daha az miktarda ve sik sik hazirlanilmasina dikkat edildi.
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b. Mikro elementler stogu

Cizelge 4.9. PC-L2 ortaminda kullanilan minér tuzlar

Minoér elementler mg/l (x100)
H3;BO; 500

KI 100
MnSO4.H,O 1500
Na,Mo04.2H,0 40

ZnS0,4.7 H,O 500
CoCl,.6H,O 10
CuS04.5H,0 10

Minoér tuzlar (Cizelge 4.9), iki ayri stok seklinde hazirlandi. 1000 ml’lik balon jojedeki
700 ml saf su igerisine c¢izelgedeki sira ile her maddenin tartilan miktari, stirekli
karistirilarak ilave edildi ve bir madde tamamen ¢oziilmeden digeri ilave edilmedi. Son
iki madde ise ayr1 hazirlanip ana stoga eklendi. Bunun i¢in; 100 mg kobalt kloriir ve
100 mg bakir siilfat 100 ml saf suda ¢oziildii. Bu stoktan 10 ml alind1 ve daha once
mindr tuzlarin ¢ozildigi balon jojeye ilave edildi ve stok distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Bu islem sirasinda da siirekli karistirma yapildi. Temiz koyu renkli bir

sisede etiketlenerek buzdolabinda saklandi.

c. Demir stogu

Cizelge 4.10. PC-L2 ortaminda kullanilacak demir stogu

Demir g/1 (x100)
FeS04.7H20 1.069
Na2EDTA.2H20 1.43

Demir siilfat ve sodyum EDTA listeki (Cizelge 4.10) miktar kadar tartildi. 1 litrelik
balon jojedeki saf suda sirayla karistirilarak ¢oziildii. Hacmi 1 litreye tamamlandiktan
sonra koyu renkli bir siseye aktarildi. Etiketlenerek buzdolabinda saklanmustir.
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¢. Vitamin stogu

Cizelge 4.11. PC-L2 ortaminda kullanilan vitaminler

Vitaminler mg/1 (x100)
Tiamin-HCl 200
Pridoksin-HCl 50

Vitaminler yukardaki (Cizelge 4.11) sirayla tartilarak 100 ml saf suda ¢oziildii.

d. Bitki biiylime maddelerinin stoklar1 (0.1 mg/ml)

NAA ve BAP bitki biiyiime maddeleri daha 6nce MS ortami i¢in hazirlanan stoklardan

alinarak kullanildi.
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Cizelge 4.12. Hormonlu PC-L2 ortam karigimlari

Sira

1 litrelik ortam

Balon jojeye 500 ml. saf su

25 gr. Sakaroz

100 ml. Major Stok

10 ml. Minor Stok

10 ml. Demir Stok

250 mg. Mio-Inositol

1 ml. Vitamin Stok

0NN N | |W[N|—

(1 mg/l NAA+2 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok
20 ml BAP stok

(1 mg/l NAA+2.5 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok
25 ml BAP stok

10

(1 mg/l NAA+3 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok
30 ml BAP stok

11

(1 mg/l NAA+4 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok
40 ml BAP stok

12

(1 mg/l NAA+5 mg/l BAP)
10 ml. NAA stok
50 ml BAP stok

13

Hacim litreye tamamlanir

pH=5.8**

14

8 gr Agar

**pH ayarlanmasi

pH ayar1 MS ortaminin hazirlanisinda anlatildigi gibi yapilda.

4.2.2. Sterilizasyon

a. Laboratuvar temizligi ve sterilizasyonu

Steril sartlar altinda ekimin yapildig: yer, laminar flow kabininin igerisidir. Kabin i¢i ve
steril oda kullanilmadan 6nce %1’lik Zephiran ile temizlendi. Takiben %96’lik etanolle
silindi. Kabinin UV-c lambasi agilarak ekim islemine kadar kabinin steril kalmasi

saglandi. Zemin ve kabin ¢evresi %10’luk ticari sodyum hipoklorit ile temizlendi.
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b. Kullanilan malzemenin sterilizasyonu
Ekimde kullanilan kavanozlar ve filtre kagitlar1, zimpara kagitlar1 otoklavda (121 °C’de
15 dakika) steril edildi. Tiim cam ve metal malzemeler 160 °C’ lik etiivde 2 saatte veya

otoklav (121°C’de 15 dakika) kullanarak steril edildi.

c. Besin ortaminin sterilizasyonu
Hazirlanan biitiin ortamlar, tohum ve eksplantlar1 yikamada kullanilan saf su otoklavda

121°C’ de 15 dakika sterilize edildi.

d. Eksplant sterilizasyonu

Deneme bahgesinden toplanan 6rnekler dnce bol suyla yikandi. Ardindan deterjan (%1)
ile yikama yapildi. Laboratuvarda govdeler ve yaprak saplar1 yaklagik 1.5-2 cm.
uzunlugunda, yapraklar 1-1.5 cm’® pargalara ayrilmis sekilde bir damla tween 20
damlatilmis %10’luk sodyum hipoklorid ¢6zeltisinde 10 dakika steril edildi. Daha sonra
steril kabin icine aktarilan eksplantlar 3 kere steril su ile yikandi. Sonra sterilize edilmis
filtre kagitlar1 tizerinde ug¢ kisimlarin1 keserek govde, yaprak saplari ve yapraklardan

eksplantlar alindi.

Aseptik fide elde edebilmek igin in vitro  tohum c¢imlendirmede, tohumlar 6nce
%96’lik etil alkol i¢cinde manyetik karistirict iistiinde 1 dakika siiresince karistirildi.
Alkolden alinan tohumlar %10’luk sodyum hipoklorid ile 10 dakika sterilize edildi.
Steril kabin iginde 3 kere steril su ile yikandi. Sert tohumlar otoklavda sterilize edilmis
zimpara ile zimparalandiktan sonra hormon igcermeyen MS (Murashige and Skoog,
1962) ortamina ekildi. 3 giin i¢inde ¢imlenme bagladi. 15 giinliikk geng fideler kokleri
kesilerek pargalanmadan petrilerden alindi. %2’lik sodyum hipoklorid kullanilarak 3
dakika steril edildikten sonra 3 kere steril su ile yikandi. Eksplantlar steril filtre kagitlar:
iizerinde kesilerek ortam iizerine alindi (tim sterilizasyon islemlerinde ticari sodyum

hipoklorit kullanilmistir).

100



4.2.3. Inkiibasyon

Deneme bahgesinde yetisen bitkilerden yash govde ve yaprak, geng yaprak ve yaprak
sapindan; steril fidelerden apikal meristem, hipokotil, epikotil, kotiledon ve ilk
yapraklardan alinan eksplantlarin dikildigi petriler 22-24°C’de 16/8 saat fotoperiyot
uygulamasinda, 1500 liiks 151k altinda 3-4 hafta inkiibe edildi (Sekil 4.6a-¢).

MS ve PC-L2 ortamlarimin farkli konsantrasyonlarindaki ortamlara dikilen eksplantlarin
kalluslarindan elde edilen siirgiinler ise steril kabinde petrilerden ¢ikarilarak etrafindaki
kallus artiklar1 ve kararmis olan doku pargalarindan temizlenip, kdklenme ortaminin
dokiildiigii kavanozlara aktarilirdi. Bu kavanozlarda  22-24°C°deki  16/8 saat
fotoperiyotta, 1500 liiks 151k uygulamasinda koklendirmek i¢in inkiibe edildi (Sekil 4.7).

4.2.4. D1s ortama aligtirma ve topraga aktarma

Koklenmis olan siirglinlerin  bulundugu kavanozlarin kapaklar1 10 dakika agik
birakilarak havaya alistirma islemine baslandi. 2.giin 20 dakika, 3. gilin bir saat, 4. giin 2
saat, 5. giin 3 saat, 6.giin 4 saat ve 7 giin 5 saat acik birakildi. Iyi yikanmis saksilar
icerisine otoklavlanmis topraklar kondu. Fideler koklerine zarar vermeden kavanozdan
cikarildi. Koklerin etrafinda bulunan fazla besi ortamlari koklere zarar vermeden
temizlendi. Fideler topraga yerlestirildi ve ilk sulama steril su ile yapildi. Saksidaki
fidelerin iistleri temiz beherlerle kapatildi. Her giin acik kaldig: siire artirildi. Bir hafta
sonra beherler tamamen kaldirildi ve saksilarin bulundugu bitki yetistirme odasinin nem
orant %80’den bagslayarak 7 giin siiresince azaltilarak %50-55 nem oranina indirildi.
Boylece saksilardaki fideler 22-24° C’de ve 1500 liiks 1s1k siddetinde, bitki yetistirme
odasinda kontrollii nem kosullarinda tutuldu. 15 adet ve daha fazla yapragi bulunan
fideler, saksilarindan Mart ay1 sonu ve Nisan ay1 basinda deneme bahgesine dikildi.

Bahgede klon bitkiler tam basari ile gelismelerine devam ettiler.
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Sekil 4.6. Aseptik fidelerden kesilerek alinmus, tartilarak besin ortamina dikilmis
eksplant 6rnekleri. a. Apikal meristem, b. Hipokotil, c. Epikotil,
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d. Kotiledon, e. Ik Yaprak

Sekil 4.6. (Devam)
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Sekil 4.7. Kavanoza alinmis siirgiin

4.2.5. Denemelerin tekrari

Denemelerde her eksplant ¢esidi her ortam (Cizelge 4.1) ve her hormon uygulamasi
(Cizelge 4.2) icin petrilerde 5-6’sar eksplant olacak sekilde 5’er petriye ekim yapildi.
Tiim calisma ise tli¢ tekrar olarak gerceklestirildi. Tartimlar hassas terazide (0.0000 g)
yapilmis, sayimlar gozle ve Prior binokiilerle yapildi ve yiizdeler tespit edildi. Resimler
Prior binokiiler mikroskoba takili Cento DF-300 marka fotograf makinesiyle, genel
fotograflar Cannon Ftb fotograf makinesi ile cekildi. Istatiksel bilgiler bilgisayarda
SPSS 11 programinda yapildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Kallus Olusumu

Deneme bahgesinde yetigen Orneklerden alinan eksplantlar kallus olusturmak tizere MS
ve PC-L2 ortamlarina dikildi. Yash govde ve yaprak eksplantlarinda MS ve PC-L2
ortamlarinda %55 civarinda kontaminasyon oldu. Bu kontaminasyonlar bazi i¢sel ve
dis faktorler nedeniyle olmustur. Kontaminasyon olmayan govde ve yaprak
eksplantlarinda ise sterilizasyon siiresi veya konsantrasyon fazla oldugundan kurumalar
ve kararmalar goriildii. Bu nedenlerden ¢ok az eksplantta az miktarda kallus elde edildi.

Bu kalluslarin higbirinde organogenez olusmadi.

Deneme bahgesinden alinan geng yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda ise MS ve PC-
L2 ortamlarinda % 10 gibi diisik bir kontaminasyon go6zlendi. Yaprak sapi
eksplantlarinda 7 giin sonra kallus olustu. Fakat 3-4 haftalik deneme siiresi icerisinde
kallus miktarinda artis olmadi ve organogenez gozlenmedi. Geng eksplantlar yash
eksplantlara gore daha fazla kallus olusturdu. Kalluslar genellikle eksplantlarin
kenarlarinda kesilme bolgelerinde goriildi (Sekil 5.1.a). Bu kalluslar sar1 ve yesil
renkli, kitlesel yapilistadir (Sekil 5.1.b). Yaprak eksplantlar1 sodyum hipokloritle

sterilizasyona dayaniksiz olduklar1 i¢in bu eksplantlarda kurumalar, kararmalar goriildii.
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Sekil 5.1. MS ortaminda olusan kallus a. Geng govde eksplantinda kallus, b. Geng
yaprak eksplantindaki kallus ve kararmalar. Barlar: 2mm

Deneme tarlamizda yetisen bitkilerden alinan eksplantlar, sterilizasyonda karsilasilan
problemler ve kontaminasyonlar nedeniyle basarili sonuclar vermedi. Bu problemi
¢ozmek amaciyla literatiir taramasi yapildi. Sonugta totipotensi 6zelligi daha fazla olan
ve asir1 bir sterilizasyon istemeyen in vitro tohum g¢imlendirilmesiyle olusan aseptik
fideler eksplant kaynagi olarak kullanildi. Bu amagla hormonsuz MS ortami hazirlandi
ve T. pratense tohumlar1 bu ortama ekilerek ¢imlendirildi. 15 giinliik ¢imlenme siiresi
sonunda unifoliat ilk yaprakli fideler elde edildi. Hormonsuz MS ortaminda tohum
cimlendirmeleri sirasinda aseptik fideler arasinda bir adet albino fidede go6zlendi

(Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. Hormonsuz MS ortamindaki albino fide

15 giinliik unifoliat ilk yapragi bulunan aseptik fidelerden apikal meristem, hipokotil,
epikotil, kotiledon ve ilk yapraktan eksplantlar alindi ve kisa bir sterilizasyon

isleminden sonra tartilarak MS ve PC-L2 ortamlarima dikildi (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. MS ve PC-L2 ortamlarina dikilen eksplantlarin ortalama agirliklari

Eksplant Agirlig1 (mg) Ortalama

Apikal meristem 0,046 £ 0,022
Hipokotil 2.79 £ 0,538
Epikotil 043 + 0,192
Kotiledon 1.29 + 0,475
Ik yaprak 0.61 + 0,236

Apikal meristem ve hipokotil eksplantlart PC-L2 ortaminda 3-4 giinde MS ortaminda
ise 5. giinde kallus olusturdu. Kotiledon, epikotil, ilk yaprak eksplantlarinda ise MS ve
PC-L2 ortamlarinda bir hafta icinde kallus olusumu goriildii. Biitiin eksplantlarda 3-4
hafta icinde bol miktarda kallus olusumu gozlendi. Genel olarak her iki ortamda seffaf,
beyaz, sart ve yesil renkli kalluslar olustu. Her iki ortama yapilan ekimlerdeki

kontaminasyon orani %0.1 dir.

MS ve PC-L2 ortamlarina dikilen apikal meristemler ¢ok kii¢iik olmasina ragmen (0.27
mg) bol miktarda sari, yesil renkli kitlesel, Obekler olusturan kalluslar {iretti.
Hipokotillerde az miktarda seffaf kallus (vitrifiye), bol miktarda beyaz kolay dagilan,
sar1 ve yesil kitlesel-kubbe sekilli kalluslar olustu. Epikotillerde daha ¢ok beyaz daginik
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bir yapiya sahip ve sart renkli kalluslar goriildii. Kotiledonlardan beyaz renkli

dagilabilir kalluslar yaninda o6zellikle ikiye ayrilmis kotiledonlarda sari, yesil kubbe

sekilli kalluslar olustu. Ilk yaprak eksplantlarinda yine beyaz, sar1 ve yesil kalluslar
meydana geldi (Sekil 5.3-5.4).

Sekil 5.3. MS ortaminda eksplantlarda olugsan renkli kalluslar. a. Apikal meristem,
Bar: 1 mm, b. Hipokotil, c. Epikotil, d. Kotiledon, e. Ilk yaprak, Barlar: 2 mm
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Sekil 5.4. PC-L2 ortaminda eksplantlarda olusan renkli kalluslar. a. Apikal
meristem, Bar: 1 mm, b. Hipokotil, c. Epikotil, d. Kotiledon,
e. Ik yaprak Barlar:2 mm
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Sekil 5.4. (Devam)

Cizelge 5.2. MS ortamina dikilen in vitro bitki eksplantlarinda gozlenen kallus

yiizdeleri
Eksplant |2 mg/l BAP |2.5mg/l BAP 3 mg/l BAP |4 mg/l BAP 5 mg/l BAP
1 mg/l NAA |1mg/l NAA 1 mg/l NAA |1mg/l NAA 1 mg/l NAA
Apikal 100 100 100 100 100
Meristem
Hipokotil | 100 100 100 83.35 100
Epiketil 93.3 94 85.7 75 100
Kotiledon | 100 100 100 83.35 100
Ik Yaprak |66.6 75 100 68.75 93.75
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MS ortaminda apikal meristem eksplantlarinda biitiin konsantrasyonlarda % 100
oraninda kallus olustu. Hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda en yiiksek kallus
olusumu 2, 2.5, 3 ve 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonlarinda % 100 orani ile,
en disiik kallus olusumu ise 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda ise % 83.35
orani ile gozlendi. Epikotil eksplantlarinda 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA ile en yiiksek (%
100), 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA ile en diisiik kallus olusum orani (% 75) bulundu. Ilk
yaprak eksplantlarinda en yiiksek kallus olusumu % 100 orani ile 3 mg/l BAP+1 mg/l
NAA, MS ortaminda en diisiik kallus olusumu % 66.6 orani ile 2 mg/l BAP+1 mg/l

NAA konsantrasyonlarinda gozlendi (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.3. PC-L2 ortamina dikilen in vitro bitki eksplantlarinda gézlenen kallus

Yiizdeleri

2 mg/l BAP 2.5mg/l BAP 3 mg/l BAP 4 mg/l BAP 5 mg/l BAP
Eksplant | 1 mg/l NAA 1 mg/l NAA 1 mg/l NAA 1 mg/l NAA 1 mg/l NAA
Apikal 92.77 100 100 69 66.67
Meristem
Hipokotil |84.77 93.3 90 57.90 57.41
Epikotil 94.5 91.65 92 46 73.3
Kotiledon |93.43 97.37 100 60 65.79
Ilk Yaprak |92.45 100 86.6 50 63.3

PC-L2 ortaminda apikal meristemlerde en yiiksek kallus olusumu 2.5 ve 3 mg/l BAP+1
mg/l NAA konsantrasyonlarinda (%100), en diisiik kallus olusumu ise 5 mg/l BAP+1
mg/l NAA konsantrasyonunda (% 66.67) belirlendi. Hipokotil eksplantlarinda en
yliksek kallus olusumu 2.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda % 93.3
oraninda, en diisiik kallus olusumu 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda
%357.41 oraninda gozlendi. Epikotil eksplantlarinda 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA
konsantrasyonunda en yiiksek kallus olusum oranm1 %94.5, 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA
konsantrasyonunda en diisiik kallus olusum oram1i % 46 olarak bulundu. Kotiledon
eksplantlarinda 3 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda en yiiksek %100 kallus
olusum orani, 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda en diisiik % 60 kallus
olusum oram belirlendi. Ilk yaprak eksplantlarinda ise 2.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA
konsantrasyonunda yine en yiiksek %100 kallus olusum orani, 4 mg/l BAP+1 mg/l
NAA konsantrasyonunda en diisiik % 50 ile denemelerin en diisiik kallus olusum oram

gozlendi (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.4. MS ortaminda 4 hafta sonra bulunan kallus agirliklar1 (mg)

Eksplantlar

(Ortalama + Standart Hata)

Hormon Apikal Hipokotil Epikotil Kotiledon Ik yaprak
konsantrasyonlar1 | Meristem

2 mg/l BAP 76,485+ 9,280 49,408+ 3,192 49,218+ 3,650 | 75,303+ 6,351 86,888+ 6,086
I mg/l NAA

2.5mg/l BAP 75,980+ 17,603 |54,320+ 4,901 | 44,320+ 6,359 | 88,240+ 23,060 75,980+ 19,608
1 mg/l NAA

3 mg/l BAP 47,833+ ,775 49,660+ 7,699 31,675+ 5,895 | 47,350+ 4,263 77,500+ 6,536
I mg/l NAA

4 mg/l BAP 53,950+ 4,050 32,225+ 3,091 39,025+ 6,163 |83,800+ 10,314 72,850+ 9,156
I mg/l NAA

5 mg/l BAP 91,000+ 0,0 75,300+ 3,100  |27,433£ 6,175 |76,000+ 8,600 68,400+ 14,000

I mg/l NAA

113




Cizelge 5.5. PC-L2 ortaminda 4 hafta sonra bulunan kallus agirliklar1 (mg)

Eksplantlar

(Ortalama + Standart Hata)

Hormon Apikal Hipokotil Epikotil Kotiledon [k yaprak
konsantrasyonlar1 | Meristem

2 mg/l BAP 196,200+ 0,0 64,2+ 18,738 67,200+ 0,0 135,050+ 42,850 |89,800 = 0,0

1 mg/l NAA

2.5mg/l BAP 77,066+ 25,978 57,466+ 9,886 | 60,766+ 7,494 | 74,833+ 33,074 88,266+ 22,919
I mg/l NAA

3 mg/l BAP 112,650+ 31,950 |45,650+ 10,321 |58,200+ 9,559 |65,733+ 7,716 95,750+ 16,650
I mg/l NAA

4 mg/l BAP 49,050+ 2,250 41,550+ 21,550 |92,100+ 6,800 |70,950+ 5,250 136,400+ 8,300
I mg/l NAA

5 mg/l BAP 93,900+ 0.0 29,200+ 0.0 66,350+ 0,150 | 66,300+ 0.0 147,600+ 0.0

I mg/l NAA
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Cizelge 5.4-5.5’de goriildigii gibi MS ve PC-L2 ortamlarinda uygulanan hormon
konsantrasyonlar1 arasinda kallus agirliklar1 bakimindan onemli fark goriilmedi. 4
haftada olusan kallus artislar1 her iki ortamda da ¢ok diisiik miktarlarda gerceklesti.
Hatta bazi durumlarda hormon miktar1 artmasina karsilik kallus agirliklart ayni oranda
artmadi. Bu diizensizlikler standart hata belirtilmesine karsilik istatiksel olarak varyans

analiz testi uygulanmasina izin vermedi.

5.2. Sirgin Olusumu

MS ortaminda apikal meristem kalluslarinda 2.5 ve 3 mg/l BAP+1 mg/l NAA
konsantrasyonlarinda en yiiksek siirgiin olusumu %50 oraninda goriildii. Siirgilinler
apikal meristemlerde olugsan daha c¢ok sar1 ve beyaz kalluslardan meydana geldi (Sekil
5.5). 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda en diisiik siirgiin olusumu % 26.92
oraninda belirlendi. Eksplant basina ortalama 1 siirgiin meydana geldi. Bazi kalluslarda
cok sayida siirglin bir arada olustu (Sekil 5.6). Hipokotil, epikotil, kotiledon ve ilk
yaprak kalluslarinda hi¢gbir hormon konsantrasyonunda siirgiin olusmadi (Cizelge 5.6).
Sonug olarak MS ortaminda yalnizca apikal meristem kalluslarinda siirgiin olusumu

goriildil.

Cizelge 5.6. MS ortaminda olusan kalluslarda siirgiin ve anormal olusum yiizdeleri

2 mg/l BAP |2.5mg/l BAP |3 mg/l|4 mg/l BAP |5 mg/l BAP

Eksplant |1 mg/l NAA |1 mg/l NAA |BAP I mg/l NAA |1 mg/l NAA

1 mg/l

NAA
Apikal S 43.4 S 294 S 269
Meristem AS 10 S 50 S 50 AS 20 L

AS 55.5 AS 28.5

Hipokotil o o o o o
Epikotil L L L L L
Kotiledon o o L L L
Ik
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Yaprak

S: siirgilin, AS: anormal siirgiin,
__: siirglin ve anormal kok olusumu gozlenmedi

Sekil 5.5. 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda apikal meristemlerde sar1
ve beyaz kalluslardan gelisen siirgiin
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Sekil 5.6. MS ortaminda 2.5 mg/l BAP + 1 mg/l NAA konsantrasyonunda apikal
meristem kalluslarinda olusan ¢ok sayidaki siirgiin

Cizelge 5.7. PC-L2 ortaminda olusan kalluslarda siirgiin ve anormal olusum yiizdeleri

2 mg/l BAP |2.5mg/l 3mg/l BAP |4mg/l BAP |5mg/l BAP
Eksplant |1 mg/l | BAP 1 mg/l NAA |1mg/l1 NAA |1 mg/l NAA
NAA 1 mg/l
NAA
Apikal S 81.33 S 40 S 41.66 S 69.23 S 30
Meristem AS 375 AS 25 AS 20 AS 2222 AS 30
. . K 45.83 o o
Hipokotil S 5.62 o o o o
K 20.83 . K 43.48 o o
Epikotil S 0.6 o o - o
K5 K 26.09 K 34.7 . _
Kotiledon o o o -
K 10.25 K44.44 o K 66.66
Ik Yaprak o o o o o
K33 K375 K 84.62

S: siirglin, AS: anormal siirgiin, K:kok,
__:slirgiin ve anormal kok olusumu gozlenmedi
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PC-L2 ortaminda 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda apikal meristem
kalluslarinda en yiiksek siirgiin olusumu % 81.33 oraninda goriildi. 5 mg/l BAP+1 mg/1
NAA konsantrasyonunda ise en diisiik siirgiin olusumu % 30 oraninda belirlendi.
Hipokotil ve epikotil kalluslarinda 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda siirgiin
olusumu sirasiyla % 5.62, % 0.6 oraninda bulundu. Hipokotil ve epikotil kalluslarinda
2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonu disindaki hicbir konsantrasyonda siirgiin
olusumu belirlenmedi. Kotiledon ve ilk yaprak kalluslarinda da siirgiin olusumu
gozlenmedi (Cizelge 5.7). Sonug olarak PC-L2 ortaminda apikal meristem kalluslarinda
siirgiin olusmasi1 yani sira hipokotil ve epikotil kalluslarinda da siirgiin olusumu
belirlendi. En yiiksek siirgiin olusum orant % 81.33 ile apikal meristem kalluslarinda

bulundu.

2 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren PC-L2 ortamlarinda 2. ve 3. hafta kallus
miktarinin artisiyla  birlikte kallus tlizerinde siirgiin baslangiclar1 olusmaya basladi.
Apikal meristemlerde sar1 ve beyaz kalluslarda genellikle eksplant bagina 1-2 adet
siirglin olustu. Fakat bazi1 eksplantlarda ¢ok sayida siirgiin olusumu da goriildii (Sekil

5.2.3). Hipokotil ve epikotil eksplantlarindan olusan kalluslardan siirgiin ve kok gelisti.

MS ve PC-L2 ortamlarinda olusan siirgiinlerin yapraklarinin trifoliat oldugu gozlendi.
Apikal meristem kalluslarinda 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA i¢eren MS ortaminda bir tane
tetrafoliat yaprakli siirgiin goriildi (Sekil 5.8). Fakat siirgiin koklendirilemedi.
Parcalanmadan ortama konan apikal uglarda {ist taraftan siirgiin gelisimi olurken
(normal apikal gelisme) kesilen alt ucta ise kallus olusumu goézlendi (Sekil 5.9).

Deneyler siiresince somatik embriyogenez belirlenmedi.
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Sekil 5.7. PC-L2 ortaminda 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA konsantrasyonunda apikal
meristemlerde sar1 ve beyaz kalluslardan gelisen siirgiin ve stirgiinler.
a. Apikal meristemde biiylimekte olan siirgiinler, b. Cok sayida siirgiin.
Barlar: 2 mm.
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Sekil 5.8. 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA i¢eren MS ortaminda gozlenen tetrafoliat yaprak

Sekil 5.9. Normal apikal gelisme
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5.3. Alt Kiiltiir

GoOvde organogenezi sirasinda hizli besin tiikketimi olmaktadir. 3. haftadan sonra
kalluslar da kararmalar olusmakta, organogenezin devami riske girmektedir.  Bu
nedenle 3. haftadan sonra organogenez yapmakta olan kalluslar ayn
konsantrasyonlardaki ortamlara alt kiiltiire alindi (Sekil 5.10). Kararmaya baslayan
kalluslar alt kiiltiire gegirildiginde canli olan bdliimlerden yeni kallus olusumu gézlendi.
Alt kiiltiirde mevcut olusmus kalluslar ¢ogald1 ve ayni anda siirgiinler de biiyiimeye

devam etti.

Sekil 5.10. 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA igeren PC-L2 ortamina alt kiiltiire alinan
hipokotildeki canli kalluslardan yeni iireyen kalluslar. Bar: 2 mm.
(S: siirgiin, Yk: yeni kallus, Es: eski kallus)

5.4. Gozlenen Normal Olmayan Yapilar

MS ve PC-L2 ortamlarinda apikal meristem kalluslarinda olusan siirgiinlerden bazilari
ileri evrelerde anormal siirgiinler seklinde gelisim gosterdi. Bu gelisim kisa bir siirglin
ve bundan ¢ikan dolgun, etli ve kabarik yiizeyli sukkulent trifoliat yapraklar seklindedir
(Sekil 5.11). PC-L2 ortaminda bu anormal gelisim sadece apikal meristem
kalluslarindan gelisen siirglinlerde goriildii. Apikal meristem kalluslarinda yine bu
ortamda 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda, en yiiksek oranda anormal
stirgiin (Cizelge 5.7), MS ortaminda ise 2.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda

en yiiksek oranda anormal siirgiin olusumu belirlendi(Cizelge 5.6).
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Siirglin olusturmak tizere gerekli oranlarda bitki biiylime maddeleri ihtiva eden PC-L2
ortaminda apikal meristem disindaki eksplantlarda olusan kalluslarda siirgiin yerine kok
olusumu da gozlendi (Sekil 5.12). Kok olusumu gozlenen bu kalluslarin hi¢ birinde
sonradan siirgiin olugsmadi. MS ortaminda biitiin eksplantlardan elde edilen kalluslarda
ve tiim konsantrasyonlarda k&k olusumlari goriilmedi. Istisnai olarak epikotil

kalluslarinda 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda kok olustugu belirlendi.

Sekil 5.11. PC-L2 ortaminda apikal meristem kallusundan meydana gelen anormal
yaprak olusumlari. Barlar: a. 1 mm
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Sekil 5.12. PC-L2 ortaminda ilk yaprakda kallus ve kok olusumu. Bar: 1 mm

5.5. Kok Olusumu

Kallus gelistirmek icin ve bu kalluslardan gévde organogenezi olusturmak i¢cin MS ve
PC-L2 ortamlart degisik hormon konsantrasyonlarinda kullanildi. Bu iki ortamda da
kallus ve bu kalluslardan siirgiin elde edildi. Elde edilen bu siirgiinleri birbirinden
ayirarak 1 mg/l NAA bulunan PC-L2 ve MS ortaminda koklendirmek iizere galisma
planlandi. ilk denenen PC-L2 ortaminda % 94.4 oraninda koklenme gerceklesti. PC-L2

ortaminda elde edilen bu yiiksek orandan sonra MS ortaminda kdklendirme yapilmadi.
[k kéklenme bir hafta sonra gézlendi. Olusan kokler jeotropizmaya uygun olarak agarl

ortama dogru biiylimelerini siirdiirdii (Sekil 5.13). Anormal gelisen  siirgiinler

koklenme ortamina alindiklarinda hig biri koklenmedi. Hepsi sararak 6ldii.
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Sekil 5.13. 1 mg/l NAA iceren PC-L2 koklendirme ortamindaki siirgiinler. a. Siirgiinler.
b. Koklenmis siirgiin (geng fide)

5.6. D1s Ortama Alistirma ve Topraga Aktarma

PC-L2 ortaminda koklenen siirgiinler tam bir klon fide haline geldi. Bitki yetistirme
odasinda klon bitkilerin bulundugu kavanozlarin kapaklart 7 giin, artan siirelerde
acilarak normal ortama (septik ortama) alistirma yapildi. Daha sonra kokleri ortamdan
temizlenen fideler steril toprak bulunan saksilara alindi. Bu asamaya kadar kavanoz
icinde bulunan fidelerimiz % 90’nin iizerinde nem ihtiva eden bir ortamdadir.
Kapaklarin agilmasi sirasinda bu oran biraz diiser. Yine de topraga alinacak klon
fidelerin bulunduklari ortammm nem orani yiiksek olmalidir. Bundan dolayr bitki
yetistirme odasinin nem oranm1 % 80’ne ayarlandi ve topraga alinan fidelerin dis
ortama tam aligmasini saglayabilmek i¢in 15 giin siire i¢cinde bu nem oranm1 %355°e kadar
diistiriildii. Di1s ortama alistirilan klon fidelerimiz canli ve tiiriin tim Ozelliklerini
gostermektedir (Sekil 5.14). Nem kademesi % 55’e geldikten sonra Mart ay1 sonu ve
Nisan ay1 basinda 15 adet ve daha fazla yapragi bulunan fideler saksilarindan deneme
bahgesine gegirildi (Sekil 5.15). Deneme bahcesinde de klon bitkilerin {istii hava
sicakligina bagli olarak zaman zaman naylon Ortiiyle kapatilarak korundu. Topraga
gecirilen fidelerin tamami yagamini siirdiirdii. Bu bireylerin hepsi bu aylarin ardindan

gelen ciceklenme mevsiminde ¢igeklendi ve tohum verdi.
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Sekil 5.14. Bitki yetistirme odasinda topraga ge¢irilmis fideler
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Sekil 5.15. Saksilarindan deneme bahgesine gecirilen fideler
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6. TARTISMA ve SONUC

Trifolium pratense L. pek ¢ok iilkede tarimi1 yapilan bir yem bitkisidir (Hughes vd 1967,
Wilsie 1967, St Pierre ve Bullen 1975, Taylor ve Smith 1979, Cooper 1983). Ayrica
tibbi degeri olan ve pek cok bitkisel halk ilacinin bilesimine giren bir bitkidir.
Fitodstrojen o6zellikli maddeler tasidigindan menopoz sikayetlerinin giderilmesinde,
anti-tiimoral maddeler tagimasindan dolayr da kanser tedavisinde kullanilmaktadir
(Duke 1983, Mazur 1996, Van de Weijer 2002, Dixon 2004,). Doku kiiltiirii
arastirmalarinda ve diger calismalarda T. pratense’nin kullanilan formlar1 2n = 14
diploid ¢esitleridir. Ulkemizde yetisen dogal tetraploid T. pratense L. 2n = 4x = 28 ile
yapilmis hi¢bir doku kiiltiirii ¢aligmasina rastlanmadi. Calismamizla poliploidi ve diger
nedenlerle tohum tutma, sert tohum sorunlart olan dogal tetraploid T. pratense’ nin in
vitro organogenezi yapildi. Caligmamizin baslangicinda deneme bahgesinde yetisen
bitkilerden aldigimiz eksplantlar kullanildi. Eksplantlarda kontaminasyon orani %10-55
arasinda oldugu belirlendi. On denemelerde eksplantlarda sterilizasyon islemlerinden
sonra kararma ve kurumalar goriilmesi ve elde edilen kalluslarda organogenez
goriilmedigi i¢in deneme bahgesinde yetisen bitkiler kullanilmadi. Eksplant olarak
aseptik fidelerin kullanilmasi ¢aligmanin daha verimli sonuglar vermesini sagladi. Bu
fidelerin hiicrelerindeki totipotensi 6zelligi daha etkin oldugu i¢in sonuglarin basarisini

olumlu yonde etkiledi.

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde sert tohumlar nedeniyle ¢imlenme orant ¢ok diismektedir. Cimlenme
oranini artirmak i¢in Phillips ve Collins (1979a), Maclean ve Nowak (1989) T. pratense L.’nin in vitro
yetistirilen 5 diploid ¢esidinin tohumlarini, Choo (1988) T. medium ve Konieczny (1995) T. nigrescens
tohumlarin1 zimparaladiktan sonra; Bhojwani (1981), Bhojwani vd (1984) T. repens, T. pratense T.
arvense tohumlarini zimpara kagidi kullanmak yerine, yogun H,SO,4’de 30 saniye bekleterek sterilizasyon
isleminden gecirmisler ve ¢imlenme ortamina ekmislerdir. Caligmalarimizda yukardaki uygulamalardan
farklt olarak sert tohumluluk problemi olan dogal tetraploid T. pratense’nin tohumlarmma yiizey
sterilizasyonu uyguladik. Sonra steril kabin iginde steril zimpara ile zimparaladik ve ¢imlenme ortamina
ektik. Boylece tohum kabugu flizerinde olusturulan catlaklardan sterilizasyon ¢o6zeltilerinin sizip
embriyoya zarar vermesini engelledik ve ¢imlenme oranmi artirdik. Myers vd (1989)  T. pratense,
Grosser ve Collins (1984) T. rubens tohumlarini ¢aligmamizla uyumlu olarak yiizey sterilizasyonunu
gerceklestirdikten sonra zimparalama iglemini yapmislardir. Caligmamizdan farkli olarak Cebrat vd
(1990a) T. pratense’nin 4 diploid ¢esidinin tohumlarini ¢esme suyunda sisirdikten sonra sterilizasyonu
yapmuslardir. Gresshoff (1980) T. repens tohumlarini dogrudan steril etmistir.

Zimparalanmis tohumlarin yiizey sterilizasyonunda; Phillips ve Collins (1979a) %
95°1ik alkolde 5 dakika, sonrada % 5-15 oraninda degisen yiizdelerde sodyum
hipokloritte, Choo (1988) % 95’lik etanolde 5 dakika sonra % 2.4’liikk sodyum
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hipokloritte 20 dakika, Maclean ve Nowak (1989) % 2’lik deterjanla sonra saf suyla
yikayip % 33’liik Javex solusyonunda, Konieczny (1995) % 70’lik etanolde 1 dakika,
%?3’liik sodyum hipokloritte 15 dakika bekleterek sterilizasyon iglemini yapmislardir.
Bhojwani (1981), Bhojwani vd (1984) 9% 3’liilk sodyum hipokloritte 30 dakika
sterilizasyon islemini yapmuslardir. Grosser ve Collins (1984) tarafindan tohumlar %
95°1ik etanolde 5 dakika sonra bir damla Tween 20 damlatilmis % 2.1 sodyum
hipokloritte 10 dakika siire ile steril hale getirilmistir. Myers vd (1989) ve Cebrat vd
(1990a) % 50’lik etanolde 2dk, % 70’lik etanolde 2dk ve % 4’liik sodyum hipokloritte
10 dakika sterilizasyon islemini gergeklestirmislerdir. Genelde tohumlar ilk islem olarak
farkl1 derecelerdeki etanolle muamele edilse de Phillips ve Collins (1979a), Choo
(1988) ile uyumlu olarak tohumlarimizi 1 dakika % 96’lik etanolde beklettik.
Calismalarimizda % 10 sodyum hipoklorit kullanmamiz % 2-15 arasinda sodyum
hipoklorit kullanan aragtiricilarin yontemleriyle benzerdir. Tohumlar hi¢bir iglemden
gecirilmeden Gresshoff (1980) tarafindan calismamizdan farkli olarak % 10’luk
kalsiyum hipokloritte steril edilmislerdir.

Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar arastiricilar tarafindan farkli ortamlarda
cimlendirilmistir. Steril hale getirilen tohumlar1 Phillips ve Collins (1979a)
nemlendirilmis steril filtre kagitlar1 tizerinde; Bhojwani (1981), Bhojwani vd (1984) 0.5
mg/l BAP + 0.02 mg/l NAA bulunan MS; Gresshoff (1980), Maclean ve Nowak (1989)
sakaroz bulunmayan hormonsuz B5 (Gamborg vd 1968); Myers vd (1989), Grosser ve
Collins (1984), Choo (1988) SGL (Collins ve Phillips 1982) ortaminda; Cebrat vd
(1990a) % 0.9’luk agarda ¢imlendirmesine karsilik Konieczny (1995)’de MS ortaminda
cimlendirme yapmistir. Calismamizda yiizey sterilizasyonu yapilmig ve sonra
zimparanlanmig tohumlar hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirildi. Yapilan ¢imlendirme
caligmalarindan farkli ortamlarin kullanildig1 goriilmektedir. Fakat bu ¢aligmalarin ¢gogu
ayni tiirde olmasina karsin 1988 ve daha 6nceki tarihlere aittir. Bunlar i¢inde Konieczny

(1995)’nin ¢aligsmasi en son ¢alismalardan biridir.
Aragtiricilar farkli yastaki aseptik fideleri eksplant kaynagi olarak kullanmislardir.

Phillips ve Collins (1979a) 5-17 giinliik aseptik fidelerin kok ucu meristemi, hipokotil,

epikotil, kotiledon, geng primer yapraklar, siirgiin ucu meristemlerini; Bhojwani (1981)
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3 haftalik aseptik fidelerin 1.5 cm biiyiikliigiindeki siirgiin uglarini; Bhojwani vd (1984)
4 haftalik aseptik fidelerin 1-1.5 cm biiyiikliigiinde hipokotil ve yapraklarini; Choo
(1988) aseptik fidelerde 5 mm uzunlugundaki petiyolleri; Maclean ve Nowak (1989)
7-9 giinliik aseptik fidelerin yaklasik 8mm’lik hipokotillerini; Myers vd (1989) bir
haftalik aseptik fidelerin 5 mm. uzunlugundaki hipokotillerini ; Cebrat vd (1990a) 2
haftalik 2-3 cm.’lik fidelerden apikal meristemi bulunan 2 kotiledonlu, tek kotiledonlu
ve kotiledonsuz siirglin uclarini, 2-4 mm’lik siirglin uclarini; Konieczny (1995) 7
giinliik fidelerin kotiledon ve hipokotillerini eksplant olarak almislardir. Calismamizda
15 giinliik unifoliat ilk yapragi ¢ikmis aseptik fidelerden apikal meristem, hipokotil,
epikotil, kotiledon ve ilk yaprak eksplantlar1 alindi. Hemen hemen biitiin ¢caligmalarda
bizimde kullandigimiz apikal u¢ ve hipokotil eksplantlar1 tercih edilmistir.
Eksplantlarimizin tiimii  Phillips ve Collins (1979a)’in ¢alismalarinda kullandigi
eksplantlarla benzerdir. Fakat arastiricilarin kullandiklari fidelerin yaslarinda farkliliklar
goriilmektedir. Sonucglarimiza goére 15 giinliik fidelerin totipotensi Ozellikleri

bakimindan en uygun eksplant kaynagi olduklar1 belirlendi.

Yukarida bahsedilen eksplantlar farkli ortamlara dikilipip degisik kosullarda inkiibe
edilmislerdir. Phillips ve Collins (1979a) 25°C ve diisiik yogunlukta 1s1k (total olarak
550 uEm™ s™); Bhojwani (1981) ve Bhojwani vd (1984) 25°C, 16/8 fotoperiyot ve
diisik yogunlukta 151k (55 pEm? s™); Maclean ve Nowak (1989) 25°C/18°C, 16/8
fotoperiyot ve kallus kiiltiirlerinde 14-15 pEm™ s™', in vitro yetisen bitkicikler igin 160-
250 uEm™ s'; Myers vd (1989) 26 °C’de 75 pnEm™ s siirekli bir 151k altinda; Choo
(1988) 22°C, 16/8 fotoperiyot ve 160 pEm™ s™'; Cebrat vd (1990a) 22-24° C’de 16/8
fotoperiyotta diisiik 151k yogunlugunda (1500 liiks); Konieczny (1995) 25° C’de 16/8
fotoperiyotta diisiik 151k yogunlugunda (700-800 liiks) inkiibasyon yapmislardir.
Deneylerimizde ise genel olarak arastiricilarinda kullandigi 22-24°C, 16/8 fotoperiyot
uygulandi. Calismalarda yine diisiik 151k yogunlugu kullanildigindan Cebrat vd (1990a)
ile uyumlu olarak 1500 (19 uEm™ s™) liiks 151k kullamildi.

Aseptik fidelerden alinan eksplantlarin dikildigi ortamlar ve olusturdugu kalluslar

oldukca cesitlidir. Phillips ve Collins (1979a) kallus Kkiiltiirlinden bitki olusumunu

gerceklestirmek amaciyla PC-L2 ortamini tiggiil ve bazi1 baklagil tiirleri i¢cin denemisler
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ve PC-L2 ortamindan optimal sonuclar elde etmislerdir. Bu ortamdan ayri olarak
denedikleri MS, SH (Schenk ve Hildebrandt 1972) ve BS5 ortamlar1 iyi sonug
vermemistir. 2,4-D igeren MS, SH ve B5 ortamlarinda kiigiik kalluslar ve zayif bir
kallus biiytimesi gézlenmistir. Yalnizca meristem ve kotiledonlarda sulu, diiz, parlak ve
genellikle koyu renkli kalluslar olustugu goriilmiistiir. 0.06 picloram + 0.1 mg/l BAP
iceren PC-L2 ortaminda sulu olmayan, kolay dagilan, koyu renkli olmayan kalluslar
elde etmislerdir. Calismamizda PC-L2 ve MS ortamlarinin her ikisinde de biitlin
eksplantlarda kallus olustu fakat kallus olusum yiizdesi MS ortaminda daha fazla oldu
(Cizelge 5.1.2-3). Kallus olusumu apikal meristem ve hipokotil eksplantlarinda PC-L2
ortaminda MS ortamina gore daha hizli bir sekilde 3 giin igerisinde gerceklesti. Bu
gozlem Phillips ve Collins’in (1979a) verileriyle uyumludur. Arastiricilar
calismalarimizla uyumlu olarak kallus artisinin PC-L2 ortaminda daha iyi oldugunu
bildirmektedirler. Deneylerimizde her iki ortamda eksplantlarin her ¢esidinde, farkl
konsantrasyonlarda elde edilen kalluslarin morfolojilerinin benzer oldugu goriildii.
Seffaf, beyaz, sar1 ve yesil renkli kalluslar gézlendi. Phillips ve Collins’in denedikleri
MS, SH ve B5 ortamlarinda 2,4-D ve Picloram hormonlar1 sulu, diiz, koyu renkli
kalluslar olustururken calismamizda MS ve PC-L2 ortamlarinda oksin olarak NAA

kullandigimizdan her iki ortamda benzer 6zelliklere sahip kalluslar olustu.

Bhojwani (1981), T. repens’de MS ortamini kullanmig, Bhojwani vd (1984) T.
pratense’de farkli kombinasyonlarda BAP, 2-iP, IAA, NAA, 2,4-D, GA3, TIBA ve
kazein hidrolizat (CH) igeren MS ortamlarinda kallus elde edebilmislerdir. T. repens’de
2 mg/l 2-iP + 1 mg/1 2,4-D ve T. arvense’de 2-iP, NAA, 2,4-D’den 2’ser mg/l bulunan
MS ortaminda iyi gelisen kalluslar gormiislerdir. Kalluslarda 7 haftada taze agirhigin 15
kat1 artis gozlemislerdir. Deneylerimizde kallus artisi bakimindan eksplant agirligina
gore en basarili sonu¢ apikal meristem eksplantlarinda, 2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA
kombinasyonunda PC-L2 ortaminda gergeklesti (Cizelge 5.5). MS ortaminda ayni
konsantrasyonda kallus artis1 belirlense de BAP konsantrasyonu arttikga kallus

agirliklarinda her iki ortamda da artis meydana gelmedi.

Maclean ve Nowak (1989), T. pratense’de her biri dort hafta siiren 3 asamali bir sistem

uygulamiglardir. Bu adimlarin ilkinde kallus elde etmek i¢in bizim ¢aligmamizdan farkl
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2 mg/l Kinetin + 2 mg/l NAA iceren Beach ve Smith (1979) ortamin1 (B5C), 0.06 mg/I
picloram+0.1 mg/l BAP bulunan Phillps ve Collins (1979) ortamm (L2)
kullanmislardir. Ozellikle B5C ve L2 ortamlarinda c¢ok yiiksek oranda kallus
tiretmiglerdir. Arastiricilardan farkli olarak kallus iiretimi icin degisik bir ortam

deneylerimizde kullanilmadi.

Myers vd (1989), T. pratense’de L2 (Phillips ve Collins, 1979) ortaminda olusan kolay
dagilabilen kalluslar elde etmislerdir. Bu kalluslardan bitki olusum 6zelligi tagiyanlar
protoplast kiiltliriine gegirmislerdir. Deneylerimizde arastiricilarla uyumlu olarak kolay

dagilabilen kalluslar olustu. Amacimiz hiicre siispansiyonu olmadigi icin bunlari

kullanmadik.

Choo (1988), T. pratense’de, L2 (Collins ve Phillips 1982) ortaminda, Cebrat vd
(1990a) caligmalarimizda denedigimiz konsantrasyonda 2 mg/l BAP + 1mg/l NAA
iceren PC-L2, farkli olarak 1 mg/l BAP + 0.Img/l NAA igeren ML2 (Phillips ve
Collins 1979b), 0.2 mg/l 2-iP + 0.2mg/l TAA igeren B5 (Gamborg vd, 1968)
ortamlarinda bir iki hafta i¢cinde kallus elde etmislerdir. Kullandigimiz hormon ve ortam
Cebrat vd (1990a) ile ayn1 olmasina karsilik kalluslarimiz onlarinkinden daha kisa bir

stire olan 3. giinde olugmaya basladi.

Konieczny (1995), 2 mg/l Kinetin + 8 mg/l 2,4-D bulunan MS ortaminda elde ettikleri
yumusak ve sari kalluslart 2 mg/l 2-iP + 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamina
gecirdiklerinde somatik embriyogenez olusumunu izlemislerdir. Calismamizda 1mg/1
NAA + 2 mg/l BAP bulunan MS ortaminda 5. giinde benzer sar1 ve yesil kalluslar elde

edildi fakat bunlarda somatik embriyogenez gerceklesmedigi gézlendi.

Olusan kalluslardan siirgiin organogenezi i¢inde c¢esitli ¢aligmalar yapilmistir; Phillips
ve Collins (1979a) 0.006 picloram + 0.1-10 mg/l BAP kombinasyonlarinda ¢ok sayida
stirglinli 2-3 ay igerisinde meristem kallusundan elde etmislerdir. Kullandiklar1 5 diploid
T. pratense cesidi arasinda bitki olusumu agisindan farkliliklar belirlemislerdir.
Bhojwani vd (1984) T. pratense’nin yaprak ve hipokotil eksplantlarindan farkli
kombinasyonlarda BAP, 2-iP, TAA, NAA, 2,4-D, GA3, TIBA ve CH igceren MS
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ortamlarinda kallus elde edebilmelerine karsin bu ortamlarda siirgiin elde
edememislerdir. Arastirmamizda 15 giinliik fideler kullanild1 ve az da olsa hipokotilde
stirglin olusumunu gozlendi. Phillips ve Collins’in (1979a) meristem kalluslarinda 2-3
ay icerisinde siirgiin elde etmelerine karsilik ayn1 kdkenli eksplantlarda siirgtinlerin 2-3
hafta gibi kisa siirede olustugu gozlendi. Bhojwani vd (1984) ise kallus elde etmelerine
ragmen siirgiin elde edememislerdir. Arastiricilarin yaprak ve hipokotil eksplantlarinda
siirglin elde edememelerine karsilik hipokotil eksplantlarimizda az da olsa siirgiin elde
edildi. Arastiricilar 1 aylik fidelerde totipotensi o6zelligi azaldigi igin siirgiin elde
edememis olabilirler. Arastirmacilar kalluslarda govde olusumuna tesvik sirasinda
nadiren kok olustugunu gozlemislerdir. Calismamizda da benzer sekilde siirglin
olusturmak i¢in yaptigimiz hormon konsantrasyonlarinda siirgiin yerine kok olustugu
gbzlendi (Sekil 5.12). Siirgiin olusumu gergeklestirdigimiz diisiik BAP konsantrasyonlu
PC-L2 ortamlarinda kok olusumlari1 da gézlendi. Arastiricilar bu tiir i¢in daha ¢ok anter
kiiltliriinde basarili olmus ve somatik embriyolar elde etmislerdir (0.1 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l BAP iceren MS).

Phillips ve Collins (1979b) calismamizdan farkli olarak serada yetistirilen T.
pratense’nin 2-5 cm uzunlugundaki siirgiin meristem uglarindan M (Miller 1963) ve L2
ortamlarinin bilesiminden olusan ML2 ortaminda viriis icermeyen siirgiinler elde
etmislerdir. Gresshoff (1980), T. repens fidelerini steril ortamda yetistirmis ve bizim
calismalarimizin aksine biiyiik kok ve govde parcalarini eksplant olarak kullanmis ve
B5 ve MS ortamlarima ekmistir. Elde edilen kalluslardan da hiicre siispansiyon
kiiltiirliyle siirgiin elde etmistir. Bhojwani (1981), T. repens’in 3 haftalik fidelerinden
alman 1.5 cm.’lik siirgiin uglarindan 0.2 mg/l BAP iceren MS ortaminda kallusdan
siirglin ¢ogaltimmni gergeklestirmislerdir. Siirgiinlerde morfolojik bir anormallik
gozlenmemistir. Bhojwani vd (1984) T. pratense’de kallus elde edebilmelerine karsin
stirgiin elde edememislerdir. Grosser ve Collins (1984), ¢imlenen aseptik fideleri steril
kosullarda yetistirdikten sonra yaprak hiicrelerinden protoplastlar elde etmis ve bu
protoplastlardan LSP ortaminda (Phillips ve Collins 1979) somatik embriyogenez

yoluyla bitkicikler olusturmustur.
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Choo (1988) T. pratense’nin aseptik fidelerindeki 5 mm uzunlugundaki petiyollerinden
stispansiyon kiiltiiriinde dogrudan organogenez gozlemistir. Deneylerimizde nispeten
biiylik siirgiin ucu (apikal meristem) kati ortama dikildigi zaman c¢ok az sayida
dogrudan organogenez gozlendi. Arastirmaci L2 ortaminda elde ettigi kalluslar1 ayni
ve farkli ortamlara (L2 ve SEL, Collins ve Phillips 1982) ortamlara ekerek somatik

embriyogenez ger¢eklestirmistir.

Maclean ve Nowak (1989) T. pratense’nin hipokotil ve petiyol eksplantlarinin
kullanildigr serilerde 2. ve 3. evrenin sonunda bitki olusumunu gormiislerdir. 2 mg/1
Adenin veya Kinetin + 2 mg/l NAA igeren BSE ortaminda siirgiin elde etmislerdir.
Deneylerimizde de en basarili siirgiin olusumunun 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA
konsantrasyonundaki PC-L2 ortaminda gergeklesmesi arasticilarla uyumludur. Elde
ettikleri slirglinlerin biiylimesi i¢in 0.2 mg/l BAP + 0.002 Picloram i¢eren SPL ortamina
almalaria karsilik, caligmamizda siirgiinlerin ayni ortamlara alt kiiltiire alinarak

biiylimeleri saglanmistir.

Myers vd (1989) T. pratense’den L2 ortaminda kallus tiretmislerdir. Elde ettikleri
kalluslar1 ¢iplak protoplasta ¢evirip, LSE (Phillips ve Collins 1979) ve LSP115 (Phillips
vd 1982) ortamlarinda siirgiin olusturmak {izere kiiltiire almislardir. 4 ay sonra gelisen
stirgiinlerin devamini saglamak amaciyla ortamlart ML8 (Phillips vd 1982) veya LSP
115 ile degistirmislerdir. Calismamizda da siirgiin olusum sirasinda ortamlarin besleyici
maddelerin azalmasi {izerine, siirgiin olusturan kalluslarimizi ayni ortamlarda alt

kiiltiire gecirdik. Arastiricilardan farkli olarak eksplantlarimiz degisik ve siirelerimiz

daha kisadir.

Cebrat vd (1990a) T. pratense ’de 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonundaki PC-
L2 ortaminda, 5 hafta sonra eksplantlarda 9%60’dan fazla siirgiin baslangici
gozlemislerdir. Olusan siirgiinlerin birkaginda vitrifiye siirglinler meydana gelmistir.
Uygulamalarimizda ayni1 konsantrasyondaki PC-L2 ortaminda 2-3 hafta gibi daha kisa
sirede % 81.33 gibi basarili bir oranda siirgiin olusumu goézlendi. Arastiricilarla
uyumlu olarak eksplant basina c¢alismamizda ortalama 1-2 siirglin olustu. Apikal

meristem eksplantlarindan elde edilen siirglinlerde her iki ortamda konsantrasyonlara
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gore degisen %10-%55 oraninda anormal siirgilinler, arastiricilarin  gozlediginden
fazladir. Bu sonuglar T. pratense’nin tetraploid olmasi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir.
Cebrat vd (1990b) T. pratense’de cicek baslarini eksplant olarak kullanmislar olusan
kalluslardan ayni ortamda siirgiin elde etmislerdir. Konieczny (1995) T. nigrescens’in
hipokotil ve kotiledon eksplantlarindaki kalluslarindan 0.5 mg/l NAA + 2 mg/l 2-iP
bulunan MS ortaminda 14-21 giinde trifoliat yapraklar1 bulunan siirgiinler elde etmistir.
Bu durum bizim ¢alismamizla uyumludur. Carillo vd (2004) T. pratense’nin govde ve
tepe ucu meristemlerinden dogrudan organogenezle MS, B5 ve L2 ortamlarinda bitkicik

elde etmislerdir.

Koklendirme icin kullanilan ortamlarda oldukca degisiktir; Phillips ve Collins (1979a)
% 85 oraninda, 2-4 hafta icinde hormon igermeyen MS ortaminda koklendirmeyi
gerceklestirmiglerdir. Phillips ve Collins (1979b) 2-2.5 cm kadar biiyiliyen siirgiinleri
koklenmesi i¢in R (PC) ortamina ekmislerdir. % 90 oraninda kdklenme elde etmislerdir.
Gresshoff (1980), siispansiyon kiiltiiriinden elde ettigi siirgiinleri 2-iP ve IAA igeren MS
ortaminda koklendirmistir. Bhojwani (1981), 6 giinde MS ortaminda siirgiinlerin %90-
100 koklendirmistir. Caligmamizda kok olusumu bakimindan her iki ortamdan da elde
edilen stirglinler i¢in, ayni koklendirme ortami optimum sonu¢ verdi. Olusan
stirgiinlerin koklenmesi i¢in 1mg/l NAA bulunan PC-L2 ortamu kullanildi. Birinci
hafta sonunda ilk kdklenmenin gozlenmesi oldukca basarili bir sonugtur. Koklenmeye
alman siirglinler % 94. 4 oraninda koklenmistir. Ortamda NAA hormonunun

mevcudiyeti koklendirmeyi hizlandirmis, hem de kdklenme yiizdesini artirmis olabilir.

Choo (1988) elde ettigi siirgiinleri ¢alismamizdan farkli olarak CR2 (Grosser ve Collins
1984) ortaminda koklendirmistir. Olusan bitkicikler normaldir. Maclean ve Nowak
(1989) SPL ortaminda koklendirmeyi gerceklestirmislerdir. Myers vd (1989) siirgiin
tireten kalluslarda yaptiklar1 denemelerde, elde ettikleri siirglinleri RL (Grosser ve
Collins, 1984) ya da CR2 (Rupert ve Collins 1985) ortamlarinda kdklendirmislerdir.
Konieczny (1995) dogrudan olmayan organogenez yoluyla elde ettigi 3 cm boyundaki
siirgiinleri ¢alismamizdan farkli olarak, hormonsuz MS ortaminda koklendirmistir.
Cebrat vd (1990a) T. pratense’de elde ettikleri siirgiinleri 1 mg/l NAA igeren PC-L2

ortaminda %95-100 oraninda ve diger bir ¢alismalarinda ise elde ettikleri siirgiinleri
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hormonsuz PC-L2 ortaminda koklendirmislerdir (1990b). Calismamizda da iki ortamda
elde ettigimiz siirgiinler, 1 mg/l NAA igeren PC-L2 ortaminda, % 94. 4 gibi yiiksek bir
yiizde ile koklendirildi.

Siirgiin ve arkasindan koklendirilerek elde edilen klon bitkiciklerin kiiltiir ortamindan
topraga alinip, dis ortama alistirilmasi, ¢alismanin sonucunu olusturmaktadir. Phillips
ve Collins (1979a) denemelerinde elde ettigi fideleri seraya aktarirken, saksilarda kumla
karigtirilmis turba ya da toprak kullanmuslardir. Sera da %90 nem ve 20°C sicaklik
uygulamiglardir. Phillips ve Collins (1979b) viriis tagimayan bitkicikleri kum ve toprak
karisimina saksilara almislar ve daha sonra topraga gecirip serada yetistirmislerdir.
Gresshoff (1980) elde ettigi fideleri dogrudan topraga veya Rhizobium trifolii ile
inokiile ettikten sonra topraga aktarmistir. Bhojwani (1981), koklenen siirgiinler
saksilardaki turba karisimli topraga aktarilmistir. Choo (1988) koklendirdigi siirgiinleri,
arastirmamizla uyumlu olarak, sera kosullarinda toprak karigimina gecirmistir. Maclean
ve Nowak (1989) elde ettikleri bitkicikleri nemli bir ortamda dis ortama alistirdiktan
sonra toprak, perlit, turba karisimina aktarmislardir. Myers vd (1989) T. pratense’nin
koklendirilmis siirglinlerini topraga aktarmigtir. Cebrat vd (1990a) T. pratense’de
koklendirdikleri siirgiinlerin iistlerini, topraga aktarimdan bir giin 6nce agmuslardir.
Topraga gegisten sonra yogun nemli ortamda bulunan fidelerin % 90’n1 yasamlarin
sirdlirmiiglerdir. Cebrat vd (1990b) koklendirilmis siirgiinleri % 90-100 oraninda
topraga aktarmiglardir. Konieczny (1995), T. nigrescens’in dogrudan olmayan
organogenezle elde ettigi fideleri, biiyiime kabininde steril topraga aktararak
gelistirmislerdir. Calismamizda 6zel bir toprak karisimi degil steril edilmis normal tarla
topragi kullanild1 ve 22-24°C sicaklik, %80 baslangic nem uygulamasi yapildi. % 100
nem ortamindan ¢ikan fidelerde bu uygulama basarili oldu. Arastiricilar elde ettikleri
bitkicikleri seraya aktardiklarindan bahsetmektedirler. Arastirmamizda elde ettigimiz
tiim bitkicikleri saksi icinde topraga ve ardindan deneme bahgesine aktararak tamamen

dis ortama aktardik.
Deneylerimizde topraga gegirilen fidelerin %99’u yasamaya devam etti. Bu bireylerin

hepsi ¢igeklendi ve tohum verdi. In vitro yetistirilen bitkilerin kum, humus, toprak,

perlit gibi malzemeler kullanilarak topraga aktarildig: literatiirde goriilmektedir. Ancak
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dogal tetraploid T. pratense’nin dogrudan bahge topragina adaptasyonu ploidi tasiyan
bitkilerin zorlu kosullara daha iyi uyum saglamasiyla agiklanabilir. Carillo vd (2004) 2
trifoliat yapragi, 2 ana kokil olan bitkicikleri 60 giin sonra steril topraga aktarmuslar,
daha sonra seraya gecirmislerdir. Arastiricilardan farkli olarak kallusdan yola ¢ikarak

elde ettigimiz 15 yaprakl bitkicikleri steril topraga aktardik.
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Cizelge 6.1. Calismada kullandigimiz metotun literatiirdeki metodlarla karsilastirilmasi

Aragtirict ve | Tohumlarin Sterilizasyon | Cimlendirme | Eksplant Inkiibasyon |Kallu | Siirgii | Kéklendir |Ilk dis
calisilan tiir | gecirildigi ortami S n me Ortam1 | ortam
islemler Orta |ortam
mi 1
Phillips ve Zimparaladikta | % 95°lik Steril filtre | 5-17 giinliik 25°C ve PC- |PC- |MS Kumla
Collins n sonra alkolde 5 kagidi fidelerin diisiik L2 L2 karistirilmi
(1979a) T. sterilizasyon | dakika, epikotil, yogunlukta | MS |MS s turba ya
pratense sonrada % 5- hipokotil, 151k (total SH SH da toprak
15 yiizdelerde kotiledon, geng | olarak 550 B5 B5
sodyum primer nEm?s™)
hipoklorit yapraklar,
surglin ucu ve
kok ucu
meristemleri
Gresshoff Tohumlara bir | % 10’luk Hormonsuz | Steril fideden |28°C, B5 B5 MS Dogrudan
(1980) T. islem kalsiyum B5 biiyiik kok ve | karanlik MS |MS toprak
repens uygulanmamis | hipoklorit govde veya
pargalari Rhizobium
trifolii ile
inokiile
ettikten
sonra
topraga
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Cizelge 6.1 (Devam )

Bhojwani Yogun H,SO4’de | % 3’liik BAP ve |3 haftalik 25°C, 16/8 |MS |MS MS Turba
(1981) T. repens | 30 saniye sodyum NAA fidelerin 1.5 cm | fotoperiyot karisimli
beklettikten sonra | hipokloritte |bulunan |biyiikligiindeki |ve diisiik toprak
sterilizasyon 30 dakika MS stirgiin uglari yogunlukta
151k (55
uEm?s™)
Bhojwani vd Yogun H,SO4’de | % 3’liikk BAP ve |4 haftalik 25°C, 16/8 |MS |MS o o
(1984) 30 saniye sodyum NAA fidelerin 1-1.5 fotoperiyot
T. repens, beklettikten sonra | hipokloritte |bulunan |cm ve diistiik
T. pratense, 30 dakika MS buytkligiinde |yogunlukta
T. arvense hipokotil ve 151k (55
yapraklari puEm>s™)

Grosser ve Sterilizasyondan | % 95°lik SGL Steril fidelerin | 26°C, L2 Somatik | o
Collins (1984) |sonra etanolde 5 yaprak hiicresi | karanlik embriyo
T. rubens zimparalama dakika sonra protoplasti LSP

bir damla (Phillips

Tween 20 ve

damlatilmig Collins

% 2.1 1979)

sodyum

hipokloritte

10 dakika
Choo (1988) Zimparaladiktan | % 95’lik SGL Fidelerin 5 mm |22°C, 16/8 |L2 L2 CR2 Toprak
T. medium sonra etanolde 5 uzunlugundaki | fotoperiyot SEL
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sterilizasyon dakika sonra petiyolleri ve 160
% 2.4’liik uEm? s’
sodyum
hipokloritte
20 dakika
Cizelge 6.1 (Devam )
Maclean ve Zimparaladikta | % 2’lik Hormonsuz | 7-9 giinliik | Kallus B5C |BSE SPL Toprak,
Nowak (1989) |nsonra deterjanla B5 fidelerin kiiltiirlerinde | L2 perlit,
T. pratense sterilizasyon sonra saf suyla yaklagik 8 | 25°C/18°C, turba
yikayip % mm’lik 16/8 karigimi
33’liik Javex hipokotilleri | fotoperiyot
solusyonunda, ve 14-15
nEm?s?,in
vitro yetisen
bitkicikler

icin 160-250
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,,LEm'2 s’

Myers vd (1989) | Sterilizasyonda | % 50’lik SGL bir haftalik |26°C’de 75 |L2 LSE CR2 Toprak
T. pratense n sonra etanolde 2dk, aseptik pEm?s? LSPI1 |RL
zimparalama % 70’1k fidelerin 5 stirekli bir 5 MLS
etanolde 2dk mm’lik 151k altinda
ve % 4’lik hipokotilleri
sodyum

hipokloritte 10
dakika
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Cizelge 6.1 (Devam )

Cebrat vd Tohumlari % 50’lik % 0.9 ‘luk |2 haftalik 2-3 |22-24° C’de |PC-L2 |PC-L2 |PC-L2 Toprak
(1990a) cesme suyunda |etanolde 2dk, | Agar cm.’lik 16/8 ML2
T. pratense sisirdikten sonra | % 70’lik fidelerin apikal | fotoperiyot, |B5
sterilizasyon etanolde 2dk meristemli 2 | diisiik 151k
ve % 4’lik kotiledonlu, yogunlugu
sodyum tek kotiledonlu | 1500 Liks(19
hipokloritte ve uEm?s?)
10 dakika kotiledonsuz
stirglin uglari,
2-4 mm’lik
slirglin uglari
Konieczny Tohumlar % 70’1k MS 7 glinliik 25° C’de MS MS MS Toprak
(1995) zimparaladiktan |etanolde 1 fidelerin 16/8
T. nigrescens sonra dakika ve % kotiledon ve | fotoperiyotta
sterilizasyon 3’lik hipokotilleri diisiik 151k
sodyum yogunlugu
hipokloritte 700-800
15 dakika liks( 10
uEm™s?)
Bu ¢alismada Sterilizasyonda | % 95°lik Hormonsuz | 15 giinliik 22-24°C’de |PC-L2 |PC-L2 |PC-L2 Steril
dogal tetraploid |n sonra steril etanolde 1 MS unifoliat 16/8 MS MS tarla
T. pratense zimpara ile dakika ve % fidelerden fotoperiyot, topragi
zimparalama 10’luk apikal diisiik 151k
sodyum meristem, yogunlugu
hipokloritte hipokotil, 1500 liiks(19
10 dakika epikotil,
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kotiledon ve
ilk yaprak

nEm™s?)

&9




Tim bu veriler 151831nda, ¢alismamizla dogal tetraploid T. pratense’nin doku kiiltiiri
yolu ile organogeneze cevap verdigi belirlendi. In vitro kosullarda elde edilen fidelerin
tetraploid Ozelliklerinin devamliligi in vitro bitki olusumunda bu metodun basari ile
uygulanabilecegini gostermektedir. Yine ¢aligmamizla elde edilen kalluslari embriyoid
olusturmaya tesvik ederek, sentetik tohum iiretiminin de miimkiin olabilecegi belirlendi.
Dogal tetraploid T. pratense’den doku kiiltiirii kosullarinda elde edilen kalluslardan
fitoostrojen Ozellikli maddelerin iiretiminin de yapilabilecegi diistiniilmektedir.
Mikrogogaltim, sentetik tohum, hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri ve hatta biyoreaktor
uygulamalar1 gibi gelecekte birgok arastirmaya onemli katkilar saglayabilecek ve bu

caligmalara temel olacak verileri ortaya koydugumuz kanisindayiz.
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