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ÖZET 
 

Doktora Tezi 
 
 

DOĞAL TETRAPLOİD TRIFOLIUM PRATENSE L.’ DE IN VITRO 
ORGANOGENEZ 

 
 

Hatice ÇÖLGEÇEN 
 

Ankara Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

 
Danışman: Prof. Dr. Cihat TOKER 

 
Tarımı tüm Avrupa ve Kuzey Amerika’da yaygın olarak yapılan çayır üçgülü (Trifolium 

pratense L.) doğal olarak Güneydoğu Avrupa, Anadolu’da bulunmaktadır. T. pratense 

yem ve tıbbi kullanımı olan  bir bitkidir. T. pratense izoflavon karakterinde maddeler 

(fitoöstrojen) içermektedir. Bu nedenle hayvanlarda süt verimini artırmakta ve 

kadınlarda menopoz şikayetlerinin giderilmesinde kullanılmaktadır. Doğal tetraploid T. 

pratense ilk olarak Erzurum’da bulunmuştur. Bu çalışmada poliploidi nedeniyle tohum 

tutma ve sert tohum sorunları olan bitkinin mikroçoğaltım yolu ile üretilmesi 

amaçlanmıştır. Doku kültürü ortamı olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve PC-L2 

(Phillips ve Collins,1979) ortamları ve BAP ve NAA hormonlarının çeşitli 

konsantrasyonları kullanıldı. Doğal tetraploid T. pratense bu ortamlardan PC-L2’ye 

daha iyi cevap vermiştir. En iyi kallus ve sürgün oluşturan eksplantın apikal meristem 

olduğu tespit edildi. Başarılı kallus oluşumu ve en fazla sürgün oluşumu yine apikal 

meristem eksplantlarında 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA konsantrasyonundaki PC-L2 

ortamında elde edildi. 1 mg/l NAA içeren PC-L2 ortamında sürgünlü kalluslarda % 94.4 

oranında köklenme oldu ve  in vitro olarak, doğal tetraploid T.  pratense’de 

organogenez gerçekleştirildi. Klon bitkilerin tarlaya aktarımı yapıldı. 
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Red clover (Trifolium pratense L.), which is cultivated prevalently across all over 

Europe and North America is found naturally in Southeast Europe, Anatolia. T. pratense 

is a plant which is used as feed and for medical purposes. T. pratense contains izoflavon 

like substances (phytoestrogen). Therefore, it increases milk productivity in animals and 

relieves menapousal complaints in women. Natural tetraploid T. 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 T. 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 T.  pratense.  Clon plants have been 

successively transferred to field. 
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1. GİRİŞ  
 

Türkiye’de tarımsal kalkınma ve bunun ekonomik gelişmemizdeki yararlı etkilerinin 

sağlanması birçok faktöre bağlıdır. Bu faktörler arasında yabancı ülkelerin bir çoğunda 

olduğu gibi ülkemizde de hayvan yetiştiriciliği için önemli olan iyi cins ve yeterli 

miktarda yem temini, tarımsal üretimde ekim nöbetine uygun bitkilerin elde edilmesi  

ve böylece verimin artırılması, yeşil gübreleme sayesinde bir çok tarla ve bahçe 

kültürlerinin daha verimli hale gelmesi, toprak verimliliğinin artırılması, toprak 

erozyonunun önlenmesi veya azaltılması gibi konular yer alır.  

 

Tarımsal üretim bakımından çok önemli olan bu konulara çözüm yolları bulunmasında 

baklagiller (Leguminosae) familyasından yem bitkileri büyük faydalar sağlamaktadır.     

 

Ülkemizde hayvan yetiştiriciliği ve meracılık ülke ekonomisi açısından önemli üretim 

alanları olmasına rağmen, devamlı ihmal edilmektedir. Hayvanların gelişebilmesinde en 

önemli etken, kaliteli ve yeterli yem üretimidir. Bugün ülkemizde tarımı yapılan yem 

bitkileri birkaç tür ile sınırlıdır. Oysaki, yapılan inceleme ve araştırmalar bir çok yem 

bitkisine ait  en üstün örneklerin ülkemizin çeşitli bölgelerinde doğal bitki örtüsü içinde 

bulunduğunu göstermektedir (Elçi 1988). Buna örnek olabilecek bir bitki de, baklagiller 

familyasından   Trifolium  pratense L.(çayırüçgülü)’dir. 

 

Avrupa ve Kuzey Amerikada yaygın olarak tarımı yapılan çayır üçgülü (T. pratense) 

doğal olarak Güneydoğu Avrupa ve Anadolu’da bulunmaktadır. Yurdumuzda özellikle 

Orta ve Doğu Anadolu’nun taban meralarında, su kenarlarında ve Karadeniz Bölgesinde 

yaygın olarak bulunur (Elçi 1994).  Ancak bitki Anadolu’da büyük bir form zenginliği 

göstermektedir. Bu nedenle Anadolu T. pratense’nin anavatanı olarak kabul 

edilmektedir (Taylor ve Smith 1979). Türkiye’de yetişen ve üç varyetesi bulunan T. 

pratense L. diploittir. Buna karşılık Erzurum’un Tortum yöresinde Elçi (1982) 

tarafından bulunan Trifolium pratense var. pratense doğal tetraploittir. Kuru ot için 

tarımı yapılan çok değerli bir yem bitkisidir. Yoncaya göre proteince zengin (Elçi 

1988), köklerindeki yumrular sayesinde toprakta azot birikimine yardımcı olan, toprak 
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ıslahı çalışmalarında da  kullanılabilecek  çayır üçgülünün tarımı ne yazık ki ülkemizde 

yaygın olarak yapılmamaktadır.  

 

Ülkemizde bu türe ait hiçbir ıslah çalışması bulunmamaktadır. Genel olarak ülkemizde 

ve yabancı ülkelerde çayır üçgülünün diploid (2n=14)  formu doğada yaygın olarak 

bulunmaktadır. Islah edilmiş tarım için elverişli olan birçok örnek, diploid formlardır. 

Diploid formlara göre pek çok özelliğinden dolayı tetraploid formlar oldukça üstündür. 

Doğal tetraploid  T. pratense, üstün özelliklerinin yanı sıra doğal gen kaynağıdır. 

 

T. pratense kısa ömürlü, çok yıllık, ekim nöbeti için çok uygun bir baklagil yem 

bitkisidir. Genellikle 3-4 yıl yaşar. Doğal tetraploid T. pratense ise tarlada 7 yıla kadar 

kalabilmektedir. Özellikle kuru ot üretimi amacıyla yalnız ve buğdaygillerle karışım 

yapılarak yetiştirilir. Otunun beslenme değeri çok yüksektir. Sulanabilen, yıllık yağışı 

yüksek ve düzenli olan bölgelerde, hayvan otlatmak ve kuru ot üretimi amacıyla 

yetiştirilir.  

 

Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (Food and Agriculture  Organization of the 

United Nations–FAO, 2004)’ya göre; T. pratense erken çiçeklenen tipleri iki kere hasat 

edilebilir. Geç çiçeklenen tipler bir kere hasat edilir.  Gelişimi için gerekli optimum 

sıcaklık 20-25°C’dir. Gelişim limitleri 7-40°C’dir. Artan sıcaklıklar kökleri 

sürgünlerden daha çok etkiler. Solunum artar, total karbohidrat içeriği azalır. Düşük ışık 

yoğunluğuna diğer baklagillere göre daha toleranslıdır. İyi gelişmiş olan kök sistemi 

sayesinde kuraklığa dayanıklıdır. Toprak özelliklerine karşı geniş bir toleransı vardır. 

Köklerinde yumrucukları Rhizobium leguminosarum bv. trifolii meydana getirir.  % 10-

20 oranında sert tohumluluğa rastlanır. Amerika Birleşik Devletleri başta gelen tohum 

üreticisi  ülkedir. Kanada ve Fransa’da önemli miktarda tohum üretir. A.B.D.’de 

optimal yetiştirme şartlarında 600-700 kg/ha tohum üretilir.  Fransa’da  tohum üretimi 

aynı seviyelerdedir. Ancak en iyi yetiştirilme koşullarında bu miktar 1000 kg/ha’a 

ulaşmaktadır.  

 

Doğal tetraploid  T. pratense’nin megasporogenez ve megagametogenezi incelenmiş, bu 

bitkide olgunluğa ulaşan embriyo keselerine oranla meydana gelen tohum oranının 
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düşük olmasının, bitkide embriyo kesesi dejenerasyonlarının yanı sıra döllenme 

başarısızlığının da tohum bağlama oranını  etkiliyebileceği bildirilmiştir. Embriyo 

gelişimi incelendiğinde ise zigottan başlayarak, olgun embriyoya kadar  olan gelişme 

evrelerinin ince yapısına göre bu bitkide tohum taslağı aborsiyonuna (dejenerasyonu) ve 

döllenmeye engel olan birçok faktörün olduğu gözlenmiştir. Düşük tohum tutumuna 

neden olan embriyo kesesinin ince yapısına bakıldığı zaman birçok embriyo kesesinde 

yumurta hücresinin döllenmeden dejenere olduğu, embriyo kesesinde bulunan sekonder 

çekirdeklerin bir kısmının döllenme olmadan bozulduğu belirlenmiştir (Algan ve Bakar 

1996, 1997).  

 

Sert tohumluluk Fabaceae familyasının önemli problemlerinden biridir. Diploid T. 

pratense’lerde de sert tohumluluk vardır. Ama diploidlerde döllenmenin daha çok 

gerçekleşmesi tohum tutma oranını artırmaktadır. Dolayısıyla diploid formlarda sert 

tohum oranı tohum fazlalığından dolayı düşmekte, buna karşılık tetraploid formlarda 

stilusun çok uzun olması nedeniyle döllenme oranı düştüğü için tohum tutma oranı 

azalmaktadır. Tohum sayısı düştüğü için sert tohumluluk oranı artmaktadır.  

 

Tezin amacı poliploidi ve diğer nedenlerle (Örn: Sert tohum) tohum tutma ve çimlenme 

sorunları olan doğal tetraploid T. pratense’nin in vitro organogenez yolu ile 

çoğaltılmasıdır.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Fabaceae Familyasında Yapılan In vitro Organogenez Çalışmalarına Örnekler 
 

Ball (1946), Lupinus albus L. ve Tropaeolum majus L.’nin gövde uçları (A-parçaları), 

alttaki değişim bölgesinden aldığı eksplantların (B- ve C- parçaları) kültürlerini 

yapmıştır. Çalışmada gelişim ve solunum oranı kapasiteleri arasındaki ilişki, 

embriyonik olgunlaşan dokuların polaritesi, bitkinin geri kalanından serbest gövde ucu, 

sürgün tepesiyle alttaki dokuların ve bütün canlı hücrelerinin totipotensi özelliğini 

incelemiştir.  A-  parçalarının sakaroz, mineral tuzlar ve agardan oluşan besin ortamında 

bitkicik oluşturulabildiğini göstermiştir. Bu bitkiciklerin bazal dokularından kökler ve 

yan tomurcuklar oluşturmuştur.  

 

Gamborg  vd (1974), Pisum sativum L. cv. Century’nin sürgün uçlarından elde edilen 

kalluslarda organogenezi incelemişlerdir. Sürgün uçları 4 günlük bitkilerden alınmış ve 

masare edilmiştir. Hücre kütleleri agar ortamında büyümüştür. Kallus ve sürgünlerin 

oluşumu 4-6 hafta içinde 0.2 ila 5.0 �M BAP (6-benzilaminopürin) ve 1 �M NAA 

içeren ortamda ortaya çıkmıştır. Pek çok kallusta bir veya daha fazla sürgün ve düzenli 

olarak kök oluşumu gözlenmiştir.  

 

Kartha vd (1974), Pisum sativum L.’nin Century, Laxton’s progress ve Afganistan 

adındaki 3 çeşidinin meristemlerinden bitki rejenerasyonu gerçekleştirmişlerdir. BAP 

yalnız başına veya 5x10-7 ve 5x10-6 M NAA ile kombinasyonlu  B5 ortamında 26oC, % 

60 nemde, 400 lüks floresan ışık ve  18/6 saatlik fotoperiyotta meristemlerde sürgün 

farklılaşması başlamıştır. NAA yalnız başına uygulandığı zaman bitki oluşumu 

tamamlanmıştır. Kültürde meydana gelen sürgünlerden kök oluşumu yarı sert 10-6 M 

NAA’lı B5 ortamında gerçekleşmiştir. 

 

Monteiro vd (2003), en sık çalışılan türlerden biri olan Medicago sativa L. (yonca)’nin 

5 çeşidi üzerinde çalışmışlardır. Crioula, Alfa 200, Valley Plus, Semit 921 ve 

subtropical Güney Amerikada kültürü yapılan Rangelanderi, somatik embriyogenez 

yoluyla elde edilen protoplast kültürlerinden yeniden bir bitki oluşturabilme yetenekleri 

bakımından incelenmiştir. Rangelander çeşidinin, yapraktan protoplast izolasyonu ve 
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bitki rejenerasyonunun gerçekleştirme de, gösterdiği yüksek verimlilik yüzünden, 

uygulanan metodun yoncanın diğer türleri içinde uygun olacağını ileri sürmüşlerdir. 

 

Tzitzikas vd (2004), beş kademeli bir metodla 4 çeşit Pisum sativum L.’nin (Escape, 

Classic, Solara ve Puget) nodlarından alınan meristematik dokularda rejenerasyon 

gerçekleştirmişlerdir. 1. adımda 1 cm. büyüklüğünde, bir nod içeren gövde parçası 

thidiazuron içeren ortama alınmıştır. Burada üretilen çok sayıdaki sürgünün görünüşleri 

normaldir. Bazılarının alt kısımlarında şişkinlikler oluşmuştur. Çok sayıdaki sürgün 

aynı ortama alt kültüre alınmışlardır. Burada alt kısımlarındaki şişmiş dokularda yeşil 

hiperhidrik dokular oluşmuştur. Bu sürgünler tamamiyle küçük tomurcuklarla kaplıdır. 

2. adımda bu tomurcukları içeren bitki parçaları aynı ortama alt kültüre alınmıştır. 3. 

adımda küçük tomurcukları içeren alt kültürlere giberellik asit (GA3), BAP ve NAA 

kombinasyonu eklenmiş ve  sürgünler oluştuktan sonra geçilen 4. adımda 0.5 mg/l 

NAA, IAA ve IBA içeren ortamda sürgünler köklendirilmiştir. 5. adımda in vitro 

koşullarda elde edilen bitkicikler seraya aktarılmış ve dış ortama alıştırmaları 

gerçekleştirilmiştir. Sonuç olarak araştırıcılar, dört çeşit bezelyenin meristematik yolla 

üretilmesinin genotipten bağımsız olarak gerçekleştiğini ileri sürmektedirler.  

2.2. Trifolium Cinsindeki Çalışmalara Örnekler 
 

Gresshoff (1980), Trifolium repens L. (beyaz üçgül)’in fidelerinden kallus ve 

süspansiyon kültürleri elde etmiştir. Süspansiyon kültürlerindeki hücre agregatlarından 

enzimatik yolla  izole edilen protoplastlar in vitro farklılaşmayla tam bir bitki meydana 

getirebilecek nitelikte kallus üretmiştir. Yeniden oluşan (klon)  bitkilerde kök yumruları 

oluşmamıştır. Ancak Rhizobium trifolii ile aşılamayla  yumru oluşumu meydana 

gelmiştir.  Karyotipik stabilitesi 2n = 4x = 32 olan kallus/süspansiyon kültürlerinde 

organogenez  2 yıl kadar sürmüştür.  

 

Bhojwani (1981), T. repens genotiplerinin düşük sıcaklıkta depolanması ve çoğaltılması 

için bir doku kültürü metodu geliştirmeye çalışmıştır. T. repens L. cv. Graslands 

Hula’nın sürgün kültürlerinden çoğaltımı %3 sakaroz ve 0.2 mg/l BAP içeren MS 

ortamında başarılmıştır. Sürgünler sitokinsiz ortamda kolaylıkla köklenmiştir. Sonra 

saksı toprağına transfer edilmişlerdir ve % 100 yaşama oranı görülmüştür. Kültürü 
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yapılan sürgünler 5oC’de karanlıkta 10 ay saklanmışlardır. Depo sıcaklığı ve süresi hızlı 

çoğaltım için gerekli  potansiyellerini etkilememiştir. 

 

White ve Bhojwani (1981), hızlı büyüyen Trifolium  arvense L. süspansiyon 

kültüründen 3-4 x 106 protoplast/g yaş ağırlıkta hücreler elde etmişlerdir. Bu 

protoplastlar yüksek konsantrasyonda  2 mg/l 2,4-D’li sıvı  ortamlarda az bölünme 

gösterirler. Buna karşılık  düşük yoğunluklarda (15 protoplast/ml) yüksek bir   bölünme 

frekansına (% 40-60) sahip olurlar. Yüksek oranda hücre elde etmek için aşağıda 

gösterildiği gibi iki aşamalı bir uygulama yapılmıştır. Bunun için önce protoplastlar 

yüksek konsantrasyonda  2,4-D   içeren sıvı ortamda 4 gün kültüre edilir ve ardından 

daha düşük miktarda (0.1 mg/l 2,4-D) hormon  taşıyan yarı katı ortamlara aktarılır.  

 

Bhojwani  vd (1984),  Trifolium cinsinde in vitro bitki rejenerasyonunda iç kaynaklı 

dönüşüm üzerine çalışmışlardır. T. repens’in fidelerinden elde edilen kallusların 

morfoloji ve gelişiminde,  ve bunların in vitro sürgün farklılaşma yeteneklerinde önemli 

bir değişiklik görülmüştür. Primer kallus kültürlerinde rejenerasyon için seçilen hatların 

biri protoplasttan sürgün oluşumu göstermiştir. T. pratense ve T. arvense’nin kallus 

kültürlerinde somatik embriyogenez ortaya çıkmıştır. 

 

Choo (1988), Trifolium medium L. (zigzag üçgül)’da bitki rejenerasyonunu 

gerçekleştirmiştir. T. medium’un iki çeşidinden petiyol eksplantları L2 ya da SL2 

ortamına dikilmişlerdir. Petiyol eksplantlarından organogenez yoluyla sürgünler elde 

edilmiştir. Doğrudan sürgün oluşumu 8 gün gibi çok kısa bir sürede gerçekleşmiştir. L2 

ve SL2 ortamlarında iki çeşidin petiyolünden elde edilen kalluslardan somatik 

embriyogenez yoluyla da sürgünler oluşmuştur. Klon bitkiler normal morfolojik 

karakterlere sahiptirler. 

 

Konieczny (1995), Trifolium nigrescens Viv.’in  kallus kültürlerinde bitki oluşumunu 

araştırmıştır. 8 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l Kinetin içeren MS ortamında oluşan ve somatik 

embriyo geliştirebilecek kalluslar, 0.5 mg/l NAA ve 2 mg/l 2-iP içeren MS ortamına 

aktarılmıştır. Embriyoidleri bu ortam gövde oluşumuna teşvik etmiş, fakat morfolojik 

anormallikler ve bitki oluşturmayan embriyoidler de görülmüştür. En çok gövde 
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oluşumu 0.5 mg/l NAA ve 2 mg/l 2-iP içeren ortamda belirlenmiştir. Somatik 

embriyolar ve oluşan sürgünler yarı katı hormonsuz MS ortamında köklendirilmişlerdir. 

Somatik embriyogenez ve organogenez yoluyla elde edilmiş bitkilerde, çiçekler ve diğer 

morfolojik özellikler normal gelişmiştir.    

2.3. Trifolium pratense L. ile Yapılan Çalışmalar 
 

Phillips ve Collins  (1979a),  çalışmalarında 5 tane T. pratense çeşidi üzerinde bitki 

oluşumu ve bazı yem bitkilerinde in vitro doku kültürü çalışması gerçekleştirmişlerdir.  

T. pratense’nin (2n=14) ‘Altaswede’, ‘Arlington’, ‘Kenstar’, ‘Redman’ ve ‘Tensas’ 

çeşitlerini kullanmışlardır.  Aynı zamanda Medicago sativa L., Glycine max L. ve 

Canavalia ensiformis L. gibi türlerin kültürü için uygun ve destekleyici bir ortam 

geliştirmişlerdir. Çayır üçgülü için kültürel farklılıklar belirlenmiş ve olgun ya da 

olgunlaşmamış bitkilerin reprodüktif ve vejetatif eksplantlarından rutin bir kallus 

kültürü kurmak için  uygun bir ortam (PC-L2) bildirmişlerdir. Bu yeni ortamı sıvı kültür 

ortamına çevirerek hızlı hücre bölünme oranı veren hücre süspansiyon kültürlerini 

kurmuşlardır. Kallus kültürleri organogeneze teşvik edilmiş ve bu 5 çeşitte kallusdan 

bitki rejenerasyonu  başarılmıştır. Fakat bu çeşitler eş oranda rejenerasyona cevap 

vermemişlerdir. Rejenere olan bitkiler olgunlaşıncaya kadar yetiştirilmiş ve verimli 

(fertil) hale gelmiştir  3-AP (3-aminopiridin) denenmiş ve gelişimi etkileyebilecek 

özellikte olduğu anlaşılmıştır. Çayır üçgülü yetiştirme programlarında doku ve hücre 

kültürü tekniklerinin kullanılmasının mümkün olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Phillips ve Collins  (1979b), in vitro çayır üçgülü (T. pratense L.)  kültürü için 

geliştirilmiş teknikleri sürgün meristem uçlarının kültürü için adapte etmişlerdir. 

Virüslerin infekte ettiği ‘Kenstar’ çayır üçgülünün meristem kültüründen virüs 

taşımayan bitkiler yetiştirmişlerdir. Temel kültür ortamı olan ‘ML2’ ortamına oksin 

olarak 4 �g/l picloram (4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit), sitokinin olarak 1 mg/l 

BAP eklenmiş ve bu ortama bitkilerden alınan sürgün meristem  ucundan ayrılmış 

parçalar yerleştirmişlerdir. Ortamdaki daha yüksek oksin düzeyleri kallus ve çoklu 

sürgün oluşumuyla  sonuçlanmıştır. Bitkinin  yaprak koltuklarından alınan meristem 

eksplantlarından anormal bitkiler ürerken, tepe veya fidanın toprakla birleştiği yerden 

alınan eksplantlardan yapılan kültürlerden normal görünüşe sahip bitkiler üretmişlerdir. 
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Meristematik ucun ve ilk yaprak başlangıcının bulunduğu tepe meristem eksplantlarının 

yaklaşık % 65’ i, ve ikinci yaprak başlangıcının dahil olduğu daha büyük meristem 

eksplantlarının % 80’i başarılı olmuştur. Fakat küçük eksplantlarla daha büyük 

eksplantlar karşılaştırıldığında, küçük eksplantlar büyük oranda virüs taşımayan bitkiler 

vermişlerdir. Oluşan sürgünlerin yaklaşık % 90’ nı R (PC) ortamında köklenmiştir. Bu 

durumda üçgül üreticileri daha verimli, virüssüz sentetik çeşitlerin devamını  

yetiştirebileceklerdir. Sonuç itibariyle virüssüz bitkiler verecek tohum seti artırılmıştır. 

 

Maclean ve Nowak (1989), üçgül fidelerinin hipokotillerinden oluşturulan kallusların 

bitkicik oluşturma yeteneğinde olduğunu göstermişlerdir. Beach ve Smith (1979), 

Collins ve Phillips (1982)’in tarif ettiği ortamları test ederek 642 genotipin üç 

tanesinden klon  bitkicikler elde etmişlerdir. Kallusu B5C ortamında ve bitkicik 

oluşumunu SPL ortamında başarmışlardır. Petiyol eksplantlarında oluşan kallusdan elde 

edilen bitkilerin oluşumu için denemelerde yalnızca F49 klonunda başarılı olunmuştur. 

Epikotilden elde edilen kallusun bitki oluşturma yeteneğinin olmadığı tespit edilmiştir. 

Klon F49’un kallus kültürlerinden olmuş bireyler arasındaki polen canlılığında önemli 

farklılıklar vardır. F49’dan elde edilen bitkiciklerin kök ucu ezmeleri normal diploid 

kromozom sayısı vermiştir (2n=14). F49’un yavruları arasındaki çaprazlamalardan bitki 

oluşum frekansı belirlenmiş ve bitki oluşturmayan genotip oranı %29 olarak 

bulunmuştur. 

 

Cebrat vd (1990a), üçgül (T. pratense) ve yem pancarı (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris 

var. crassa Alef.)’nın fide eksplantlarından in vitro organogenez gerçekleştirmişlerdir. 

Sürgün ucu, kotiledonlar ve hipokotil parçaları eksplant olarak kullanılmıştır. Bu tip 

eksplantlar fideden kolaylıkla ayrılır. Bunların yaşayabilirliği izole edilen apikal 

meristemle karşılaştırıldığında daha yüksektir. Klonların genetik farklılığı kallustan 

sürgün rejenerasyonu olduğu takdirde daha sınırlıdır. Metotta anlatılan sterilizasyondaki 

zorluklar yem pancarında üçgülden daha azdır. Her iki türde sürgün oluşumu ve fide 

apikal meristemlerinin gelişimi histolojik çalışmalarla da karşılaştırılmıştır. Genç fide 

eksplantlarından üçgül ve yem pancarının mikroüretim metodunu belirlemişlerdir. Bu 

metodun, yetiştiricilikte seçilmiş genotipte az sayıda  tohum elde edilmesi durumunda 

kullanılmasını tavsiye etmişlerdir.  
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Cebrat vd (1990b), T. pratense’de çiçek tomurcuklarından mikroüretim 

gerçekleştirmişlerdir. Çiçek tomurcuğu ve brakte eksplantlarından T. pratense’nin 

vejetatif çoğaltılması başarılmıştır. Bu metodlarla öncelikle vejetatif gelişim sürecinde 

seçilmiş genotiplerin hızlı çoğaltımı mümkün olmuştur. Histolojik çalışmalar 

göstermiştir ki; rejenerasyon, genetik stabilitesi olan kallusların kullanılmasıyla daha da 

başarılı olmuştur. 

 

Algan ve Bakar (1996), doğal tetraploid  T. pratense’de megasporogenez ve 

megagametogenezi inceledikleri çalışmalarında, bu bitkide olgunluğa ulaşan embriyo 

keselerine oranla meydana gelen tohum oranının düşük olmasının, bitkide embriyo 

kesesi dejenerasyonlarının yanı sıra döllenme başarısızlığının da tohum bağlama oranını  

etkiliyebileceğini belirtmişlerdir. Yine aynı araştırıcılar,   doğal tetraploid  T. 

pratense’de  embriyo gelişimini inceledikleri çalışmalarında (1996), zigottan 

başlayarak, olgun embriyoya kadar  olan gelişme evrelerinin ince yapısını 

araştırmışlardır. Bu bitkide tohum taslağı aborsiyonuna (dejenerasyonu) ve döllenmeye 

engel olan birçok faktörün olduğunu bildirmişlerdir. Düşük tohum tutumuna neden olan 

embriyo kesesinin ince yapısını araştırmak üzere yaptıkları çalışmada (1997) ise, birçok 

embriyo kesesinde yumurta hücresinin döllenmeden dejenere olduğunu, embriyo 

kesesinde bulunan sekonder çekirdeklerin bir kısmının döllenme olmadan bozulduğunu 

belirlemişlerdir. Doğal tetraploid çayır üçgülünde apomiktik gelişmenin tohum 

oluşumunu ne kadar etkiliyebileceğini saptamak üzere yaptıkları çalışmada (1999) ise 

aposporik olarak embriyo kesesinin meydana gelmediğini ancak diplosporik olarak 

gelişebileceğini gözlemişlerdir.  

 

Aras ve Büyükkartal (2000),  doğal tetraploid T. pratense’de RAPD  çalışması ile 

tetraploidinin nedenini araştırmışlardır. Tetraploidinin nedeni diploid formlarda kendi 

kendini dölleme ya da ayrılamama olayı olabileceğini ileri sürmüşlerdir. RAPD 

markırlar hem diploid ve hem de tetraploidlerde belirlenmiştir. DNA örneklerinin PCR 

çoğaltımı rastgele seçilen dekamer primerlerle diploid ve tetraploidlerin polimorfik 

doğası gösterilmiş ve elde edilen sonuçlar yukarda tahmin edilen nedenlerin 

tetraploidinin kaynağı olmadığını göstermiştir. 
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Pınar vd (2001), diploid (2n=14) ve doğal  tetraploid (2n=28) T. pratense’de polen ve 

tohum morfolojisini  SEM ve TEM’de incelemişlerdir. Polen morfolojisinin poliploidi 

ile orantılı olduğunu saptamışlardır. Tetraploid formlarda polen büyüklüğü ve apertür 

tipleri yönünden büyük varyasyonlar gözlemişlerdir. Ayrıca, tohum büyüklüğü, rengi ve 

kabuk yüzey ornemantasyonunun diploid ve tetraploidleri birbirinden ayıran önemli 

özellikler olduğu bulunmuşlardır.  

 

Carillo vd (2004), T. pratense’nin Chilean çeşidini ve 4 deneysel hattı, doğrudan 

organogenez protokolünün optimizasyonu için kullanmışlardır. Eksplant kaynağı 

(meristem), kültür ortamı ve bitki büyüme düzenliyicilerinin etkisini araştırmışlar ve 

alınan meristem eksplantlarının kallus oluşturmadan doğrudan organı meydana  

getirmesini amaçlamışlardır. Gövde meristemleri tepe meristemlerine göre daha kolay 

çıkarılabilmiş, daha düşük düzeyde kontaminasyona uğramışlar ve daha iyi bir gelişim  

göstermişlerdir. B5 ve MS ortamlarına göre L2 ortamı daha iyi sonuçlar vermiştir. 0.003 

mg/l picloram ve 1.0 mg/l BAP’ın L2 ortamına eklenmesiyle daha iyi sonuçlar elde 

edilmiştir.  60 günlük kültürde L2 ortamında meristemlerden %45 oranında 

tranplantasyona uygun bitkicikler elde edilmiştir. Diğer ortamlara göre L2 besin 

ortamında daha yüksek miktarda sürgün oluşmuştur. 
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3. KURAMSAL TEMELLER 

3.1. Bitki Hakkında Genel Bilgi  

3.1.1. Fabaceae (Leguminosae = Baklagiller) 
 

Elçi (1982)’nin Fabaceae familyası hakkında verdiği bilgiye göre: 

“Legumineuse” kelimesi Latince Legere’den gelir. Bu da devşirmek, toplamak 

demektir. Baklagillerin tarımı en az 6000 yıl öncesine uzanır. İsviçre’nin, göl 

şehirlerinde yaşayanlar (M. Ö. 5000 – 4000 yıllarında) özellikle, bezelye ve bronz 

devrinde görülen bodur fasulyeyi yetiştiriyorlardı. Çin literatürüne göre soya fasulyesi, 

M.Ö. 2000 ve hatta 3000 yıllarında yetiştiriliyordu. Baklagiller ilk Mısır 

hükümdarlarının uyguladığı ekim nöbeti sisteminde kullanılmış ve daha sonra, 

Romalılar devrinde, çeşitli yazarlar, bu bitkilerin beslenme değeri ve toprak ıslahındaki 

faydalarını belirtmişlerdir. 

 

Yonca tarihi belgelere göre M.Ö. 490 yıllarında Yunanistan’da tanınmış ve buradan 

Avrupa’ya yayılmıştır. En eski kayıtlar yoncanın Türkiye’de 3300 yıl önce 

kullanıldığını belirtmektedir. Bu tarihten önceki yıllarda da İran ve çevresinde tarımının 

yapılmış olması mümkündür. Aynı şekilde, bazı Lupinus (Acıbakla) türlerinin tohumu 

için 3000 yıldan beri yetiştirildiği bilinmektedir. Onobrychis sativa (Korunga) tarımının 

Rusya’da 1000 yıldan fazla bir geçmişi vardır. Buna karşılık Trifolium pratense (çayır 

üçgülünün) 15., T.  repens (aküçgülün) 17.  ve Lotus corniculatus (sarı çiçekli 

gazalboynuzunun) 19. yüzyılda tarımına başlanmıştır.    

 

Tarımı yapılan birçok baklagil yem bitkisi yanında değişik amaçlarla yeni bitkiler de 

kültüre alınmaktadır. A.B.D.’de ve Kanada’da yetiştirilen korunga ve Astragalus cicer 

(nohut geveni) bunlara örnektir.  

 

Çok eski zamanlardan beri Kuzey Amerika yerlilerinin mısırla birlikte baklayı 

yetiştirdikleri bilinmektedir. Ayrıca bu baklagil, Latin Amerika’da yaşayanların 

beslenmesinde önemli bir yer tutmaktadır. Baklagillerin değerinin çok eski zamanlardan 

beri bilinmesiyle birlikte,  19. yüzyılın sonunda bilimsel araştırmalar sonucu bitkinin 
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kök yumrularındaki (nodül) bakteriler (Rhizobium) tarafından inorganik  azotun 

alınması  olayı tanımlanmıştır. 

 

Fabaceae familyasındaki türler, atmosferde bulunan tükenmez miktarlardaki azottan 

yapılan ve canlılar tarafından alınabilen organik azotu yumrularında ortak yaşayan 

bakteriler sayesinde alıp, diğer canlılara aktarma özelliğine sahiptirler. Bu bitkiler azotlu 

gübreye muhtaç değillerdir. Genel olarak konukçu bitkinin bütün gelişme devresinde bu 

bakteriler faaliyette bulunurlar. 

3.1.2. Fabaceae familyasındaki yem bitkilerinin önemi 
 

Fabaceae türlerinin tarımı, çeşitli amaçlarla, bütün dünyada çok yaygın olarak yapılır. 

Bu bitkilerin tarımsal yönden önemleri şu şekilde özetlenebilir:  

 

1- Birçok baklagil yem bitkisinin, özellikle biçim zamanına bağlı olarak, kuru otunda 

yüksek oranda protein bulunur. Biyolojik değeri yüksek protein içeren baklagil kuru 

otunun, hayvan beslenmesinde özel bir yeri vardır. Bunun yanında, bazı baklagil yem 

bitkilerinin tohumlarında protein oranı % 40’a kadar ulaşabilir. Yüksek protein içeren 

baklagil tohumları da çeşitli hayvanların beslenmesinde yoğun yem (konsantre yem) 

olarak başarıyla kullanılabilir. 

 

2- Baklagil yem bitkilerinin gerek otu, gerekse tohumları hayvanların büyümesi, verimi 

için gerekli birçok element, mineral madde ve vitamince çok zengindir. 

 

3- Baklagillerin köklerinde yaşayan bakteriler atmosferin serbest azotunu toprağa 

bağlarlar. Böylece baklagillerin yetiştirildiği topraklar, azotlu bileşikler yönünden 

zenginleşir. 

 

4- Organik maddelerce fakir topraklarda, değişik yem bitkileri ile yeşil gübre 

uygulaması yapılarak toprakların organik madde oranı yükseltilebilir. 
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5- Çeşitli amaçlarla tarla topraklarında yetiştirilen baklagil yem bitkileri bol miktarda 

kök artığı bırakır ve bu organik maddelerin parçalanması ile toprakta mikroorganizma 

faaliyetlerinin artmasına sebep olur. 

 

 6- Toprak altı, sürünücü gövdeli ve yatık formlu baklagil yem bitkileri erozyon 

kontrolünde etkili bir şekilde kullanılabilir. 

 

7- Baklagil yem bitkileri otlatma veya ot üretimi amacıyla buğdaygillerle beraber 

yetiştirildiği zaman, karışımların ot verimini ve protein oranlarını artırırlar. 

 

8- Korunga, yonca ve taşyoncası gibi bazı baklagil yem bitkileri iyi bir balözü bitkisi 

olarak bilinirler. Bu bitkilerin çiçeklerinden yapılan balın kendine has tat, kokusu ve 

aroması bulunur. 

3.1.3. Fabaceae yem bitkilerinin genel morfolojik özellikleri 

3.1.3.1. Kök 
 

Baklagil yem bitkileri esas olarak kazık köklü bitkilerdir. Özellikle kıraca dayanıklı olan 

bitkiler çok derinlere inen kök sistemi meydana getirirler. Kök sisteminin büyük bir 

bölümü toprağın üst katmanlarına dağılmıştır. Bir baklagil yem bitkisi söküldüğü zaman 

köklerinde küçük yumrucukların bulunduğu görülür. Bu yumrucukları bir bakteri cinsi 

olan Rhizobium sp.’ler meydana getirir. Bu bakteriler konukçu bitkinin genç köklerine 

girerek yerleşir. Burada bakteriler yaşamaları için gerekli karbohidratları bitkiden alarak 

havada serbest olarak bulunan inorganik azotu amonyağa  çevirirler (Simbiyotik 

yaşam). Ortaya çıkan amonyak bitki tarafından azot kaynağı olarak kullanılır. 

Yumrucuk oluşturan birçok tür bakteri vardır. Belirli bir bitki grubuna etkili olan bir tür, 

diğer bitkilerde yumrucuk meydana getiremez. Bakterilerin baklagil köklerinde 

meydana getirdikleri yumrucuklar, büyüklük ve şekil yönünden büyük farklılıklar 

gösterirler. Tekyıllık bitkilerde az sayıda fakat iri, çok yıllık bitkilerde çok sayıda fakat 

küçük yumrucuklar bulunur.   

3.1.3.2. Gövde 
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Baklagil yem bitkilerinde gövde otsudur. Olgunlaşma evresinde bazı bitkilerin 

gövdeleri kalınlaşır ve selüloz birikimi nedeniyle sertleşir. Gövdenin içi dolu veya boş 

olabilir. Bitki boyları cins ve türler arasında büyük bir değişim gösterebilir. Bitki 

boyları genellikle, yetişme koşulları ile yakından ilgilidir. Uygun yetişme koşulları 

altında bitkiler daha fazla boylanırlar.  

3.1.3.2.1. Gövde şekilleri 
 

Baklagil yem bitkilerinde üç gövde tipi görülür. Bazı bitkilerde kökün üst kısmından 

çıkarak gelişen saplar bir deste halindedir. Bu tip bitkilerde taç belirgindir. Baklagil 

yem bitkilerinin büyük çoğunluğu bu gruba dahildir. Buna karşılık, bazı türlerde toprak 

altı gövde (Rizom) ve sürünücü (Stolon) gövde tipleri görülebilir.  

 

Baklagil yem bitkilerinin, gövde yapısındaki değişiklikler,  özellikle onun yem kalitesi 

bakımından farklılıklar göstermesine sebep olur. Toprak altı ve sürünücü gövdeli 

bitkiler otlatmaya dayanıklıdır. Otlatma amacıyla yapılan karışımlarda bu bitkiler 

başarıyla kullanılabilir. Ancak kuvvetli toprak altı veya sürünücü gövdeli baklagillerle 

yapılacak karışımlara girecek bitkileri belirlerken iyi rekabet gücü olanlar seçilmelidir.  

 

Erozyon kontrolü için toprak altı veya sürünücü gövdeli bitkilerin önemi büyüktür. 

Kuvvetli sürgün veren bu bitkiler toprağı iyi bir şekilde koruyabilir. 

3.1.3.2.2. Fabaceae yem bitkilerinin morfolojisi 
 

Baklagil yem bitkilerinde bitkinin gelişme şekillerine göre, değişik morfolojiler görmek 

mümkündür. Aynı türün bireyleri arasında değişik görünümde bitkiler bulunabilir. 

Örneğin, aynı tür içerisinde dik olarak gelişen bitkilerin yanında tamamen yere yatık, 

toprağın yüzeyini kaplayan bitkiler görülebilir. Bitkinin dik veya yatık olduğu, yan 

dalların toprakla yaptığı açının saptanmasıyla bulunabilir. Özellikle yem bitkileri dik, 

yarı yatık ve yatık olarak  ayrılır. Dik veya yarı yatık bitkiler genellikle biçilerek ot 

üretimi için kullanılır. Biçme kolaylığı yanında, dik olarak gelişen tiplerin yem verimi 

daha fazladır. Bu nedenle dik gelişen formlar “ot tipi” olarak tanınırlar. Yatık tipler ise, 

otlatmağa dik gelişen bitkilerden daha dayanıklıdır. “Mera tipi” olarak bilinen bu 

formlar genellikle, otlatma amacıyla kurulan çayır ve meralarda kullanılırlar. 
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3.1.3.3. Yaprak   

 

Bir  baklagil yaprağı, çeşitli sayıdaki yaprakçık, yaprak sapı ve bir çift kulakçıktan 

meydana gelmiştir. Cins ve türler arasında yaprakçık sayısı, sap uzunluğu ve 

kulakçıkların şekli yönünden büyük farklılıklar görülür. 

3.1.3.3.1. Yaprakçık 
 

Baklagillerde yaprak, değişik şekil ve büyüklükte olan yaprakçıkların yaprak sapı 

üzerinde birleşmeleriyle meydana gelir. Yaprakçıkların şekilleri türler arasında olduğu 

gibi tür içerisinde de büyük bir değişim gösterir. Aynı şekilde, yaprakçıkların kenarları 

tamamen veya kısmen dişli, bazen düz olabilir. Yaprakçıkların yüzeyleri ince tüylerle 

kaplı olabileceği gibi, tamamen parlak ve düz olabilir.  Örneğin, Medicago sativa 

(yonca), Vicia sativa (fiğ) gibi bitkilerde yaprakçıklar parlak ve tüysüz olduğu halde, 

Trifolium incarnatum (kırmızı üçgül), Vicia villosa (tüylü fiğ) ve bazı T. pratense 

formlarında tamamen ince tüylerle kaplıdır. Bu yönden tür içerisinde de farklılıklar 

görülebilir. 

 

Bitkilerin genel renkleri de değişebilir. Birçok baklagil yem bitkisinde renk parlak yeşil 

olduğu halde, Onobrychis sativa (korunga) açık yeşil, Vicia pannonica (macar fiği) ve 

Lotus sp. (ak gazalboynuzu) boz renklidir. Pisum arvense (yem bezelyesi)’nde ise, bitki 

tamamen mumsu bir tabakayla örtülüdür. Bu nedenle, mat-yeşil renkte görülür.  

 

Baklagillerde bir yapraktaki yaprakçık sayısı ve birleşme şekilleri değişiklik 

göstermektedir. Baklagil yem bitkileri yaprakçık sayısı ve birleşmelerine göre aşağıdaki 

sınıflandırma yapılabilir:  

1- Basit tek yaprak...................................... Crotalaria 

2- Üçlü yaprak............................................ Trifolium, Melilotus, Medicago 

3- Karşılıklı bileşik yaprak 

a- Yaprak ekseni yaprakçıkla bitenler....Onobrychis 

b- Yaprak ekseni sülükle bitenler.......... Pisum, Vicia, Lathyrus 

c- Yaprak ekseni dikenle bitenler.......... Astragalus 

4-  Merkezde bileşik yaprak-ışınsal............  Lupinus   
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Ancak, bu ayırım tam olarak kesinlik göstermez. Örneğin, bazı Astragalus (geven) 

türlerinde yaprak ekseni yaprakçıkla bitebilir. Bunun yanında üçlü yaprak olarak 

nitelendirilen Medicago sativa ve bazı Trifolium türlerinde bir yaprakta bazen üçten 

fazla yaprakçık görülebilir. 

3.1.3.3.2. Yaprak sapı 
 

Yaprakçıklar, çeşitli şekillerde bir eksene bağlanmışlardır. Bazı baklagil yem 

bitkilerinde örneğin Vicia, Pisum, Lotus, Onobrychis türlerinde yaprakçıklar eksene 

sapsız olarak oturmuşlardır. Buna karşılık, Medicago, Melilotus (taşyoncası), Trifolium 

türlerinde ise tüm yaprakçıklar eksene kısa veya uzun sapçıklarla bağlanmışlardır. 

Baklagillerde yaprakçıkların birleşme şekilleri, yaprak eksenine saplı veya sapsız 

bağlanma özellikleri önemli bir karakterdir.     

3.1.3.3.3. Kulakçık (Stipul) 
 

Baklagillerde yaprak ekseninin sapa bağlandığı yerde yaprak sapının iki yanında iki 

tane kulakçık bulunur. Kulakçıkların şekli ve büyüklüğü türlere göre büyük 

değişiklikler gösterir. Bitki sistematiğinde kulakçıkların büyüklüğü ve şekli önemli bir 

karakterdir. Özellikle, tür ve varyetelerin ayrımında kulakçıklardan çok yararlanılır.  

3.1.3.4. Çiçek 
 

Baklagillerde çiçek dış görünüşüyle bir kelebeği andırır. Baklagillerde tek bir çiçek 

incelendiği zaman dört ana bölümden oluştuğu görülür. Bakla ve korungadaki çiçek 

yapıları örnek olarak gösterilebilir. 

 

1- Çanak yapraklar (Kaliks): Çiçeği dışardan çevreleyen organlardır. Genellikle yeşil 

renklidir. Bir çiçekte 5 tane çanak yaprağı (sepal) bulunur. Beş çanak yaprağı dip 

kısmında birleşerek boru haline gelmiştir. Buna karşılık, çanak yapraklarının uç kısmı 

diş şeklinde sivrileşmiştir. Kaliks borusu ve özellikle, dişlerin uzunluğu bitki 

tanımlaması için önemlidir. 
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2- Taç yapraklar (Korolla): Çanak yaprakların iç kısmına dizilmiş değişik renklerdeki 

yapraklardır. Beş tane  taç yaprağı (petal) bulunur. Taç yapraklar göz alıcı  çeşitli 

renklerdedir. Örneğin,  Medicago sativa, Vicia sativa, V. narbonensis, V. villosa; 

menekşe-mor, Trifolium  pratense; alacalı-mor, T. repens; beyaz, V. pannonica; kirli 

sarı, Onobrychis  sativa; pembe, M. falcata; sarı ve Lotus  corniculatus; parlak sarıdır. 

                                        

 Taç yapraklar beş tane olmasına karşılık dip kısmında bir boru meydana getirirler. 

Borunun uzunluğu bazı bitkilerde 20-25 mm’yi bulabilir. Böylece,  çiçekleri böcekler 

ziyaret ederken çanak yapraklarının dip kısmındaki balözüne ulaşamazlar. Bu nedenle, 

böceklerin özellikle arıların sık sık ziyaret etmediği çiçeklerde tohum tutma oranı çok 

düşer. 

 

Taç yapraklar çiçekte bayrak, kanatçık ve kayıkçık olmak üzere üç farklı yapı gösterir: 

 

a. Bayrak (Veksillum): 

Taç yapraklardan bir tanesi diğerlerinden büyük bir şekil alır. Buna bayrak adı verilir. 

Diğer taç yapraklarıyla birlikte erkek ve dişi organlardan oluşan eşeylik sütununu korur. 

Tomurcuk evresinde iken çiçeği sarar. Çiçeğin açma evresinde ise biraz geriye bükülür. 

Genellikle diğer taç yapraklarından daha açık renklidir. 

 

b. Kanatçıklar (Alea): 

Büyüklük bakımından birbirine eşit iki taç yaprağıdır. Birbirinden ayrı durumda, 

kayıkçığın iki yanında yer alırlar. Büyüklükleri çok farklıdır. Örneğin Onobrychis 

türlerinde küçük olmasına karşılık Vicia türlerinde kanatçıklar çok gelişmiştir.  

 

c. Kayıkçık (Karina): 

İki taç yaprağının bir kenarı boyunca birleşerek kayık şeklini almasıyla oluşmuştur. 

Kayıkçık, bazı bitkilerde, örneğin Onobrychis sativa’da çok büyük olmasına karşılık, 

Vicia türlerinde küçülmüştür. Esas görevi eşeylik sütununu korumaktır. Bazı baklagil 

türlerinde kıvrılmış olan kayıkçık, eşeylik sütununu iyice sarar. Bu çiçeklerde 

olgunlaşan dişi organ zorunlu olarak kendi polenleriyle döllenir. Buna karşılık, bazı 

türlerde çiçek daha tomurcuk halinde iken erkek ve dişi organ olgunlaşır, döllenme bu 
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evrede olur. Bu şekilde zorunlu olarak kendine döllenmeye “otogami” denir.    

Baklagillerin bir kısmında kayıkçık eşeylik sütununu sıkıca sarmaz. Bir böceğin çiçeğe 

konması veya herhangi bir dış etki ile eşeylik sütunu kayıkçığın dışına çıkar. Bu sırada 

olgun polenler dışarı dağılır. Çiçeği ziyaret eden böceklerin çeşitli organlarına yapışır. 

Aynı böceğin bir başka çiçeği ziyareti sırasında bu polenler dişi organın tepeciğine 

bulaşır. Burada çimlenen polen yumurta hücresini döller. Bu şekilde döllenen bitkilerde, 

dişi organ kendi polenine karşı bir uyuşmazlık gösterir. Bitki kendine döllenmeye 

zorlansa bile çok az oranda tohum tutar. Bu şekilde yabancı polen ile döllenmeye 

“allogami” ismi verilir.    

 

4- Erkek organlar (Andrekeum) 

 

Baklagillerde genel olarak 10 adet erkek organ bulunur. Her erkek organ, başçık (anter) 

ve sapçıktan (filament) oluşmuştur. Başçıklar, esas olarak iki gözlü teka adı verilen 

polen keseleridir. Tozlanma anında uzunluğuna yarılarak açılır ve polen verirler. 

Baklagil çiçeklerinde bulunan 10 adet erkek organın birleşme durumlarına göre bitkiler 

üç gruba ayrılır. 

 

a. Monadelf: Bütün erkek organlarının filamentleri birleşmiş ve tek sütün halini 

almışlardır. 

b. Diadelf: Bir çiçekteki 10 erkek organdan 9’u birleşmiş bir tanesi serbesttir. 

Medicago, Vicia, Trifolium, Onobrychis, Melilotus, Lotus cinsleri örnek verilebilir. 

c. Polyadelf: Tüm erkek organlar ayrıdır. 

 

4- Dişi organ (Ginekeum) 

 

Dişi organ, erkek organların oluşturduğu sütunun ortasında yer alır ve bir tanedir. 

Tepecik (stigma), dişicik borusu (stilus) ve yumurtalık (ovaryum) olmak üzere üçe 

ayrılır.  Yumurtalık içerisinde bir veya birden fazla tohum taslağı (ovul) bulunur. 

Çiçeklenme evresinde dişi organın döllenmesiyle birlikte tohum oluşur. Tepecik 

genellikle bir topuz şeklindedir. 
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Yumurtalık içinde bulunan tohum taslağı baklagil bitkilerinde farklılıklar gösterir. 

Örneğin, O. sativa, Melilotus sp., T. alexandrinum (iskenderiye üçgülü) ve T. 

incarnatum’de tek tohum taslağı olduğu halde, T. pratense’nde iki tohum taslağı 

bulunur.  Bunlardan genellikle bir tanesi döllenir ve bir tohum oluşur. Bazen iki tohum 

taslağında da döllenmenin gerçekleştiği ve tohum meydana getirdiği görülür. Diğer 

birçok bitkide ve Vicia, Pisum, Lotus ile Medicago türlerinin büyük bir kısmında çok 

sayıda tohum taslağı bulunur. 

3.1.3.4.1. Çiçek durumları  
 

Baklagil yem bitkileri içerisinde Medicago  sativa, Melilotus sp. çiçekleri salkım 

(rasemus) şeklinde birleşmişlerdir. Buna karşılık Vicia, Pisum türlerinde çiçek topluluk 

şekli salkım olmasına rağmen, çiçekler yaprak koltuklarına doğrudan kısa veya uzun 

sapçıklarla birkaç tanesi bir arada bağlanmıştır. Bazı baklagil yem bitkilerinde ise, çok 

sayıda çiçek kendi aralarında kısa sapçıklarla birleşerek kömeç (kapitatus) şeklini 

almışlardır. Kömeçler uzun bir çiçek sapı ile bitkiye bağlanırlar. Bir kömeçteki çiçek 

sayısı oldukça değişiktir. Birçok bitkide 10-15’e kadar düşmesine karşılık, bazılarında 

150’ye kadar yükselebilir. Kömeç şeklindeki çiçek topluluk şekline ise Trifolium türleri 

örnek olarak verilebilir. Lotus türlerinde 1-6 çiçek bir çiçek sapı ucunda birleşerek 

şemsiye (umbella) biçimini almıştır. Çiçeklerin döllenmesinden sonra meydana gelen 

meyveler el ayası şeklinde görülür. 

 

Baklagil yem bitkilerinde çiçekler, sap üzerindeki durumlarına göre iki gruba 

ayrılabilirler. Trifolium pratense, T. resupinatum (kışlık üçgül), T. incarnatum 

türlerinde terminaldir. Buna karşılık, Medicago, Onobrychis, Lotus, Trigonella (çemen), 

Vicia, Pisum türlerinde çiçekler yaprak sapının ana eksenle birleştiği yerden yani yaprak 

koltuğundan  çıkan bir sap üzerinde bulunurlar. Buna aksillar çiçek durumu ismi verilir. 

3.1.3.5. Meyve 
 

Çiçekte polenlerin çimlenmesi ile döllenen megagametofit, gelişerek meyveyi oluşturur. 

Baklagillerde meyve, esas olarak fasulye şeklindedir. Ancak, cins ve türlere göre meyve 

şekillerinde değişiklikler görülebilir. Bazılarının meyvelerinin fasulye şeklinde olduğu 

görülürken M.  sativa ve bazı tekyıllık yonca türlerinde meyveler helezon şeklinde 
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kıvrılmıştır. Sarı çiçekli M. falcata’da meyve orak şeklinde hafif eğiktir. Buna karşılık, 

O. sativa meyveleri yarım daire şeklinde, üzeri dişlidir.  

 

Baklagil yem bitkilerinde meyvede bulunan tohum sayısı değişiktir. Tüm Vicia, 

Medicago, Pisum, Lotus türleri ile Trifolium repens, T. hybridum (melez üçgülü) 

meyveleri birden fazla tohum taşırlar. Buna karşılık, Melilotus sp., T. pratense, T. 

incarnatum, Medicago lupulina (şerbetçiotu yoncası) meyvelerinde genellikle bir tohum 

vardır.  

 

Bazı türlerde, iki meyve yaprağının kenarları boyunca birleşmesiyle oluşan meyve, 

olgunlaştıktan sonra kenardaki bağlantı yerinden çatlar ve tohumlar dökülür. Bu 

nedenle, bazı türlerde tohum üretimi çok güçleşir. Meyve çatlaması yönünden baklagil 

yem bitkileri  arasında önemli farklılıklar bulunur. 

3.1.3.6. Tohum 
 

Baklagil tohumları büyüklük ve renk yönünden geniş bir değişim gösterirler. Özellikle 

büyüklük ve ağırlıkları arasında büyük farklılıklar bulunur. Tohumların şekilleri 

genellikle değişmeyen bir özelliktir. Tohum kabuğu rengi de oldukça değişkendir. 

Genel kural olarak, yeni hasat edilen tohumlar canlı ve parlak renkte oldukları halde, 

yaşlanan tohumlarda renk koyulaşıp matlaşır.  

 

a. Tohum kabuğu (Testa) 

 

Çoğunlukla mat veya parlak ve yüzeyi düzdür. Tohum kabuğu incelenirse, üzerinde 

bazı noktalar görülebilir. Bunlardan en büyüğü tohumun gelişim evresinde meyve 

kabuğuna bağlandığı yerin kalıntısı olan tohum göbeği (hilum)’dir. Tohum göbeği Vicia 

sativa, V. narbonensis (koca fiğ) gibi bazı bitkilerin tohumlarında çok belirgindir. Bu 

noktanın altında polen tübünün yumurtayı döllemek için girdiği yerin kalıntısı, mikropil 

vardır. Tohumun çimlenmesi sırasında oluşan ilk kökçük burdan dışarı çıkar. Bazı 

tohumlarda hilumun biraz üzerinde küçük bir nokta daha vardır. Delikçik (strofiol) ismi 

verilen bu noktanın görevi bilinmemektedir. Bazı araştırıcılar, bu noktanın çimlenme 

sırasında tohumun su almasına yardımcı olduğunu ileri sürmektedirler. 
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b. Kotiledon 

 

Baklagil tohumlarında endosperm yoktur. Çimlenme sırasında tüketilecek yedek besin 

maddesi kotiledonlarda depolanmıştır. Fide gelişiminde gerekli olan karbohidrat ve 

azotlu maddeler buradan sağlanır. Kotiledon iki parçalıdır.  

 

c. Embriyo 

 

Çimlenen baklagil tohumlarında embriyo gelişerek fideyi oluşturur. Embriyo kök 

başlangıcı (radikula), gövde başlangıcı (plumula) ve iki tane kotiledondan meydana 

gelmiştir. Çimlenme sırasında radikula aşağı doğru yönelerek ilk kökleri, plumula ise 

toprak yüzeyine doğru ilk sürgünü verir.   

3.1.3.7.  Fide 
 

Bazı türlerde çimlenme sırasında  kotiledonların altındaki hipokotil bölgesi hızla gelişir. 

Kotiledonlar toprağın üstüne çıkar. Medicago, Trifolium, Onobrychis, Melilotus, Lotus 

türlerinde görülen bu çimlenme şekline epigeik çimlenme ismi verilir. Buna karşılık, 

bazı cinslerde, örneğin Vicia, Pisum, Lathyrus (mürdümük)’lerde, toprak yüzeyinde 

kotiledonlar görülmez. Çünkü çimlenme sırasında kotiledonların hemen üstündeki 

epikotil bölgesi hızla büyür ve toprak yüzeyine çıkar. Embriyodaki kotiledonlar toprak 

içinde kalır. Bu çimlenme şekline hipogeik çimlenme ismi verilir.  

 

Baklagil yem bitkilerinde fideler çok değişkendir. Kotiledonlar genellikle yuvarlak ve 

yumurta biçiminde, etli ve kenarları düzdür. İlk tekli yaprak (unifoliat), yuvarlak veya 

uzun şekillidir. Uzun bir sapçıkla fideye bağlıdır. Bu ilk tekli yapraktan sonra bitkinin 

esas yapraklarına benzer yapraklar görülmeye başlar. 

3.1.3.8. Fabaceae yem bitkilerinin üretilmesi 
 

Baklagil yem bitkileri generatif ve vejetatif olmak üzere iki yolla üretilebilir. Generatif 

üreme bitkiden elde edilen tohumun kullanılması, ekilip yetiştirilmesiyle 

gerçekleştirilir. Buna karşılık vejetatif üretme bitkinin gövde veya kök parçacıkları ile  

yapılır. Vejatatif üretme, bitki ıslahının belirli dönemlerinde başvurulan bir yöntemdir. 
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3.1.3.8.1. Generatif üretme 
 

Baklagil yem bitkilerinin generatif olarak üretiminde, genellikle tohumların 

kullanılmasına karşılık, bazı bitkiler örneğin, Onobrychis, bazı tek yıllık Medicago ve 

Melilotus türleri meyveleri ekilerek üretilirler. Bu nedenle yetiştiricilikte başarıya 

ulaşmak için tohum veya meyvede bazı özelliklerin bulunması gerekir.  

3.1.3.8.1. Sert tohum 
 

Baklagil tohumlarının etrafı sert bir tohum kabuğu ile örtülmesine rağmen, birçok türde 

tohum çimlendirme ortamına konulduğu veya ekildiği zaman kısa zamanda su alarak 

şişer ve çimlenmeye başlar. Buna karşılık, bazı baklagil bitkisi tohumlarının kabuğunda 

su geçirmeyen tabakalar bulunabilir. Bu tohumlar çimlenmeleri için uzun bir süre 

isterler.  İşte, bu tohumlara “sert tohum” ismi verilir. Sert tohumların çimlenebilmesi 

için kabuk tabakasının çatlatılması veya zedelenmesi gerekir. Bu amaçla, en fazla 

kullanılan yöntemler; tohumun zımparalanması, çeşitli asit ve tuz çözeltilerinde 

bekletilmesi veya bir varil içerisinde tohumların iri çakıl taneleri ile  karıştırılmaları 

gibi. Ayrıca, nemli ve kuru olarak düşük ve yüksek sıcaklık uygulaması, yüksek basınç, 

yüksek frekanslı elektrik enerjisi, kızılötesi (infrared) ışınlar, radyo dalgalarıda  bu 

amaçla kullanılabilir. 

 

Aslında birçok baklagil yem bitkisi tohumlarının etrafı sert bir kabukla örtülmüştür. 

Ancak, tohumun hasat ve harman sırasında tohum kabuğu mekanik olarak zarar görür. 

Bu nedenle ekilen tohumlarda sert tohum oranı düşer. Çimlenme denemelerinde sert 

tohum oranı çimlenen tohum oranına eklenerek verilir.  

 

Sert tohum oranına tohum olgunlaşma evresindeki toprak ve iklim koşulları ile genetik 

faktörler etkili olmaktadır.  

3.1.3.8.3. Vejetatif üretme 
 

Yabancı polen ile döllenebilen baklagil yem bitkilerinde, hibritler oluştuğundan aynı 

genotipte yeni bitkiler ancak vejetatif yolla üretilebilir. Kendilenen bitkilerin döllerinde 
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genellikle kendilenme çöküntüsü (tohum dejenerasyonu) görülür. Bu nedenle, baklagil 

yem bitkilerinin ıslahında vejetatif üretme çok kullanılan bir işlemdir.  

 

Yem bitkilerinde vejetatif üretme 4 yolla yapılabilir: 

a. Sürünücü gövde parçaları 

b. Toprak altı gövde parçaları 

c. Tacın parçalanması 

d. Sürgün çelikleri (klon) 

 

Baklagil yem bitkilerinde esas vejatatif üretim, sürgün çelikleri ile yapılır. Bunun için 

sapların ucundaki taze sürgünler kesilir. Bu sürgünlerdeki fazla yapraklar, su tüketimini 

azaltmak amacıyla budanır. Böylece 2-4 cm uzunluğunda çelikler hazırlanır. Çelikler 

alttan 20oC’e kadar ısıtılan kum içine dikilir. Devamlı olarak sulanan çeliklerde ilk önce 

yara dokusu (Kallus) oluşur. Daha sonra (9-12) günlük bir süre içinde kökler gelişmeye 

başlar.  Burada iyi bir şekilde gelişen klonlar daha sonra tarlaya dikilirler (Elçi 1982).          

3.1.4. Trifolium L. 
 

Fabaceae (Leguminosae) ailesinin bir üyesi olan Trifolium (üçgül) cinsinin dünyada 

yaklaşık 230 türü (Murphy vd, 2002), Türkiye’de ise 96 türü vardır. Bunlardan 10 tür ve 

bir varyete endemiktir (Davis, 1970). Trifolium ismi karakteristik yaprak yapısı 

nedeniyle  Latince tres (üç) ve folium (yaprak) kelimelerinden oluşmuştur. Başlıca 

Kuzey yarıkürenin ılıman bölgelerinde  ve tropiklerdeki dağlar kadar geniş bir alanda  

yaşayabilirler. Ziraati yapılan 25 türü bulunmaktadır. Üçgüller bir, iki veya çok yıllık 

otsu bitkilerdir. Trifoliat yapraktaki   yaprakçık sapları  yonca ve taşyoncaların aksine   

birbirine eşittir. Yaprakçıkların uç kısmında mukronat belirgin değildir. Kulakçıklar 

oldukça iyi gelişmiştir ve kenarları düzdür. Çiçekler genellikle kömeç, bazen sık salkım, 

nadiren tek çiçekler halinde bulunurlar. Meyvelerinde bir veya birden fazla tohum 

bulunabilir.  
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3.1.4.1. Trifolium pratense L. 
 

Trifolium pratense L.’nin sistematiği (Davis 1970) ise şöyledir: 

• Divisio:      Spermatophytae (=Phanerogamae) 

• Classis:       Magnoliopsida 

• Subclassis: Dicotyledoneae 

• Ordo:          Fabales 

• Familia:      Fabaceae 

• Tribus:       Trifolieae 

• Genus:      Trifolium 

• Sectio:      Trifolium 

• Species:   Trifolium pratense  

• Varyete:   Trifolium pratense var. pratense 

 

Dikten yatığa, çok yıllık ve 20-60 cm’ye varan gövde uzunluğu görülür. Stipullar ovat-

lanseolat, serbest uçları mukronat veya kuspidattır. Yaprakçıklar 1.5-3.0(-5.0) cm. 

obovattan geniş eliptiğe, 0.7-2.2 cm genişlikte, sapsız veya nadiren saplı, genellikle 

indirgenmiş yaprakların stipulları vardır. Kaliks tüpsü-kampanulat,  10- damarlı 

patuloz-tüylü, nadiren tüysüz; tüp boynu dairesel tüylü bir kalınlaşma ile açılır. Korolla 

kırmızımsı-mor ila pembe, nadiren beyazımsı olup, 12-18 mm boyundadır. 

Çiçeklenmeleri 5.-9. aylar arasında gerçekleşir. Çayırlar, yol kenarları, kesilmiş orman 

alanları  gibi yerlerde yaklaşık 2300 m.’de yayılış gösterir. 

Trifolium pratense var. pratense anahtarda şöyle belirlenir: 

1. Gövdeler genellikle 20-40 cm, yoğun basık tüylü; yaprakçıklar 1.5-3.0 cm.  

var. pratense’dir (Davis 1970). 

 

Çiçek topluluğu kömeç, durumu ise terminaldir. Tetraploid çayır üçgülünde çiçekler 

daha büyük ve çiçek borusu dar uzundur. Bu nedenle baklagillerde tozlama yapan 

böcekler, çayır üçgülünden balözü almak istemezler. Yabani arılar bal arısına nazaran 

tozlama ve döllenmede daha etkilidir (Elçi 1994).  
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Meyve çok küçüktür. İçersinde tek, bazen iki tohum bulunur. Meyve kabuğu enine 

bölünerek tohum üzerinde şapka şeklinde kalır. Diploid ve doğal tetraploid T. pratense 

L.’nin polen ve tohum morfolojisi Pınar vd (2001) tarafından çalışılmıştır. Polenlerin 

büyüklükleri birbirine yakındır. Diploid polenler simetrik iken tetraploid polenlerde 

asimetri görülmektedir. Diploid formun tohumları en büyük ve en ağır tohumlardır. 

Tetraploid formun tohumları ise daha küçüktür. Diploid formun tohumları sarı iken 

tatraploid formun tohumları koyu kahverengidir.  

                           
Şekil. 3.1. T.  pratense bitkisinin genel görünüşü (Thomé 1999) 

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

Pekçok farklı bitki, hayvanlarda bulunan östrojenle eş değer  bileşikler üretir. 

Fitoöstrojenler östrojen benzeri bitki bileşikleridir. 16 farklı familyadan 300 bitki 

türünde 20 tane bileşik tanımlanmıştır. Fitoöstrojenler iki gruba ayrılır: İzoflavonlar ve 

lignanlar. Östrojen hormonuna benzer etki gösterirler. Flavonoit grubundan olan 

bileşikler özellikle Glycine max (soya fasulyesi) ve T. pratense’de bulunmaktadır.  

Menopoz şikayetlerinin giderilmesinde ve kardiyovasküler riskin azaltılmasında 
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fitoöstrojenlerden yararlanılır (Van de Weijer 2002). Bir dietin parçası olarak 

fitoöstrojenler güvenli ve yararlıdır. Bazı çalışmalar fitoöstrojenlerin aynı zamanda 

kansere karşı koruyucu olduklarını bildirmektedir (Rahim ve prostat kanseri gibi). 

Asyalı göçmenlerde ve Asyalı populasyonlarda soya ürünlerinin yoğun tüketilmesinden 

dolayı hormona bağlı kanser türlerinin rastlanma sıklığının azaldığı bildirilmektedir 

(Mazur 1996). Aynı zamanda menopozal semptomlar ve osteoporoz’un bu insanlarda 

batılılara göre daha az görüldüğü rapor edilmiştir (Dixon 2004). 

 

T. pratense L. halk arasında, bronşit, kanser, karaciğer hastalıkları, romatizma, deri 

hastalıkları, yanıklar ve yaralar, ülser’e karşı, diüretik, ekspektoran, yatıştırıcı, 

antispazmodik,  tonik özelliklerinden dolayı kullanılmaktadır. Çiçekleri yatıştırıcı 

olarak kullanılır. Rusyada bronşiyal astım tedavisinde kullanılmaktadır. Çin halk 

tıbbında çiçek çayı ekspektoran ve antitümoral etkileri nedeni ile kullanılmaktadır 

(Duke 1983).  

3.2. Bitki Doku Kültürü  
 
Aseptik şartlarda, yapay besin ortamında, bütün bir bitki ya da hücre (meristematik 

hücreler, süspansiyon veya kallus hücreleri), doku (çeşitli bitki kısımları) veya organ ( 

apikal meristem, kök vb) gibi bitki kısımlarından yeni doku, bitki veya çeşitli bitkisel 

ürünlerin (sekonder metobolitler vb) üretilmesidir. 

 

Bitki doku kültürü çeşitli amaçlarla yapılır. Bunlardan önemli olanlardan bazıları; 

- Mikroüretim 

- Sekonder metabolit üretimi 

- Bitki hücre genetiği, fizyolojisi, biyokimyası ve patolojisini incelemektir. 

3.2.1. Besin ortamında bulunan maddeler 
 

a. Makro elementler 

 

Temel besin ortamı  içindeki en önemli olan maddelerden birisi azottur. Bazı besin 

ortamlarında yüksek oranda, değişik formlarda (NH4
+, NO3

- veya organik) azot 

bulunurken bazı ortamlarda çok düşük oranda azot bulunur veya hiç bulunmaz (in vitro 
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nodülasyonda kullanılan ortamlar). Fakat azot besin ortamlarında NO3
- formunda daha 

fazla bulunur. Bitki kültürleri ilk önce ortamdan genellikle NH4
+ formunda azotu alırlar 

ve daha sonra pH düşünce    NO3
- formunu kullanmaya başlarlar. KNO3 formunda azot 

ilavesi aynı zamanda potasyumunda ortama ilavesini sağlar. Diğer makro elementler 

fosfor, sodyum, magnezyum, kükürt ve kalsiyum sayılabilir. 

 

b. Mikro elementler 

 

En çok kullanılan mikro elementler sırasıyla demir, manganez, çinko, bor, bakır, 

molibden, kobalt ve iyottur. Bunlar arasında demirin bitki hücreleri tarafından daha iyi 

alınabilmesi için jelatlaşmış formda ortama ilave edilmesi gerekir.  

 

c. Vitaminler 

 

Vitaminler enzim reaksiyonlarında katalitik etkiye sahiptirler. Bitki kültürleri için en 

gerekli  vitaminler thiamin (B1) ve daha sonra sırasıyla nikotinik asit (B3, niasin) ve 

pridoksindir (B6). Myo-inositol ve d-biotin (H)’de öncelikle gerekli vitaminler 

içerisinde değerlendirilmektedir. Diğer vitaminler arasında d-pantotenik asit (B5), 

askorbik asit (C), �- tokoferol (E), folik asit (M), retinol (A), riboflavin (B2) ve 

kolekalsiferol (D3) zaman zaman besin ortamlarına ilave edilmektedir. 

 

d. Şekerler 

 

Kültüre alınan bitki hücre ve dokuları yeterli miktarda karbohidrat sentezi 

yapamadıklarından (yani heterotrof olduklarından) enerji kaynağı olarak çeşitli şekerler 

kullanılmaktadır. Bitkilerce kullanılabilen şekerlerden fazla kullanılanı sakarozdur. 

Besin ortamlarında sıklıkla kullanılan diğer şekerler,  glikoz, maltoz, rafinoz ve 

fruktozdur.  

 
e. Jel yapıcı maddeler 

 

Jel yapıcı maddeler besin ortamlarını yarı-katı hale getirmek için kullanılır. Bunlar 

genellikle kırmızı deniz alglerinden çıkarılan çeşitli polisakkarit bileşimleridir. En çok 
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kullanılanlar agar (değişik tipleri), agaroz, Sea-Kem agaroz, aljinat, Phytagel (gelrite), 

silikajel, jelatin ve nişastadır. Jel bitki hücrelerince alınamaz ve besin ortamının diğer 

maddeleriyle reaksiyona girmez.  

 

f. Bitki büyüme düzenliyicileri 

 

Organik ve sentetik yolla üretilen bitki büyüme düzenleyicileri şunlardır: Oksinler, 

sitokininler, gibberellinler,  absisik asit, etilen. 

 

- Oksinler,  fotoperyodizm, köklendirme, apikal dominansi, yan sürgünlerin gelişiminin 

engellenmesi ve hücre gelişiminde etkilidirler. Oksinler, doku kültürlerinde tek başına 

kullanıldıklarında kallus uyarımını, hücre süspansiyonlarının elde edilmesini   ve 

somatik embriyo oluşumunun uyarımını, sitokininlerle birlikte yine kallus oluşumunu, 

sürgün oluşumunu (organogenez) ve somatik embriyo oluşumunun uyarılmasını 

sağlarlar. Ayrıca elde edilen sürgünlerin köklendirilmesinde  vazgeçilmez bir kullanıma 

sahiptirler. Temel hormon formu indol-3-asetik asit (IAA)’tir. Sentetik oksinler arasında 

naftalen asetik asit (NAA), indolbütirik asit (IBA), 2,4- diklorofenoksiasetik asit (2,4-

D), ve 4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit (pikloram) sayılabilir.  

 

- Sitokinin, bir adenin  türevi olan BAP (6-Benzilaminopürin) çok kullanılan bir 

sitokinindir. Sitokininler, çoğunlukla kök ucu meristemi ve genç yapraklarda üretilir.  

Hücre bölünmesi, yeniden farklılaşma, bitki rejenerasyonu ve sürgün çoğaltımında etkili 

olup, antioksidan etki göstererek yaşlanmayı da geciktirirler. Sürgünlerde  köklenmeyi 

ve embriyogenezi engellerler. Doğal sitokinin formları zeatin ve zeatin riboziddir. 

 

Aynı zamanda amaca bağlı olarak besin ortamlarına amino asitler, yapısı tam olarak 

açıklanamayan maddeler (hindistan cevizi sütü) organik asitler, antibiyotikler, biyositler 

ve toksik maddeleri tutabilen diğer maddeler eklenebilmektedir.   

3.2.2. Bitki Doku Kültüründe Organogenez 
 

Bitkiyi meydana getiren canlı hücrelerden herhangi birisi tekrar bölünerek ve 

farklılaşarak yeni bir bitki  meydana getirebilme kapasitesine her zaman sahiptir. 
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Bitkisel dokularda gözlenen bu özel yetenek totipotensi olarak adlandırılmaktadır. İşte 

doku kültürünün gücü bu noktadadır. Bu kapasite kullanılarak protoplastların, 

hücrelerin, dokuların ve organların kültürleri yapılarak in vitro bitki rejenerasyonu 

gerçekleştirilmektedir. Ayrıca doku kültürü tekniklerinden sitolojik, histolojik ve 

organogenik farklılaşmayı kontrol eden faktörlerin belirlenmesinde de 

yararlanılmaktadır. 

 

Organogenez, dokulara ve kallusta hücrelere baskı uygulanarak değişikliklerin meydana 

gelmesi, sürgün veya kök primordiyumu olarak adlandırılan tek kutuplu, yeni dokuların 

ve vasküler sistemin oluştuğu bir olaydır.  

 

In vitro olarak yetiştirilen bitki dokuları farklılaşabilmekte ve yeni organlar 

oluşturabilmektedir. Bu tür organlara örnek olarak kök, sürgün ve çiçekler verilebilir. In 

vitro kontrollü sürgün gelişiminin ilk kayıtları White (1939) tarafından yapılmıştır.  Bu 

araştırıcı, sıvı besin ortamına gömülmüş Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorffii 

melezlerinden elde edilen kallus üzerinde sürgünlerin oluştuğunu gözlemiştir. Fakat 

bunu agar ile katılaştırılmış besin ortamında yetiştirilen kallusta gözleyememiştir. Aynı 

yıl, kallustan kök oluşumunun ilk gözlemleri Nobecourt (1939) tarafından havuç 

kallusları kullanılarak yapılmıştır. Takip eden yıllarda White’ın bulguları Skoog (1944) 

tarafından da doğrulanmış ve geliştirilmiştir. Bu araştırıcı, oksinin kök oluşumunu 

uyardığını ve sürgün oluşumunu engellediğini göstermiştir. Bunun yanında, Skoog 

(1944) oksinin sürgün oluşumundaki engelleyici etkisinin, ortamdaki sakaroz ve 

inorganik fosfatların miktarını artırarak kısmen de olsa ortadan kaldırılabileceğini 

göstermiştir. Skoog ve Tsui (1948), adenin sülfatın sürgün oluşumunu hızlandırdığı ve 

oksinin engelleyici etkisini yok etmekte aktif olduğunu göstermiştir. Aynı araştırıcılar, 

bu sonuca ek olarak organ oluşumunun ilerlemesinin bu eklenen maddelerin 

konsantrasyonu ve oranı ile ilgili olduğunu kaydetmişlerdir. Benzer sonuçlar diğer 

laboratuvarlarda da kaydedilmiş  ve takip eden yıllarda in vitro koşullarda organ 

oluşturan türlerin sayısının hızla artmasına yol açmıştır. 1956 yılında Miller ve 

arkadaşları tarafından kinetinin keşfedilmesi, Skoog ve Miller (1957)’in klasik buluşunu 

ortaya çıkarmıştır. Tütün kallusu ile yapılan çalışmalar göstermiştir ki oksinin, 

sitokinine göre ortamda yüksek olan oranı kök oluşumunu, tersi ise sürgün oluşumunu 
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ve arada olan oranlar ise kallus gelişimini desteklemektedir. Yüzlerce bitki türünde bu 

yaklaşım sonucunda in vitro sürgünler ve/veya kökler oluşmuştur (Babaoğlu 2001).        

 

In vitro organogenez üzerine yapılan araştırmaların büyük bir kısmında, etkin bir organ 

oluşumunun yerine getirilebilmesi için gerekli olan şartlardan önemli olanlarını   

sıralarsak; 

1. Uygun eksplant seçimi, 

2. Büyümede aktif maddeleri içeren uygun bir besin ortamının seçilmesi, 

3. Fiziksel çevre koşullarının kontrolü sayılabilir. 

 

Organogenezde başarı elde etmenin en önemli koşullarından birisi, uygun bir eksplant 

kaynağının seçilmesidir. Başta genotipik varyasyon olmak, çeşitli faktörler kültüre 

alınan eksplantın davranışını etkileyebilir. Bunlar; (a) doku kaynağı olarak kullanılan 

organ,  (b)  organın ontogenik ve fizyolojik yaşı, (c) eksplantın bitkiden alındığı dönem, 

(d) eksplatın büyüklüğü ve  (e) eksplantın alındığı bitkinin diğer genel özellikleridir. 

Yaygın olarak kullanılanlar şunlardır; gövde (Skoog ve Tsui 1948), kök (Earle ve 

Torrey 1965), yaprak (Gürel 1998a), çiçek durumu (Kaul ve Sabharwal 1972), 

yumurtalık veya yumurta hücresi (Gürel vd 1998), kotiledon ve hipokotil gibi fide 

organları (Gürel ve Kazan 1998) ve tohum embriyosu (Sommer vd 1975) (Babaoğlu 

2001).    

 

Herhangi bir organizasyon göstermemiş hücreler yığınına kallus denir. Kallus, aseptik 

ortamlar altında düzenli zaman aralıkları ile alt kültür yapılıp yeni ortamlara (yarı-katı 

ve / veya sıvı) aktarılarak uzun süre korunabilir. Fakat dış görünüşüne rağmen tekdüze 

(değişmez) bir doku değildir. Kallusun uzun süre alt kültüre alınması bazı yapısal 

değişikliklere yol açmaktadır. Bunlardan en sık olarak görülenler şunlardır: 

1. Büyüme ve gelişme için gerekli olan eksojen (dışardan verilen) hormon 

gereksiniminin ortadan kalkması, diğer bir ifadeyle kallus hücrelerinin bölünme 

ve gelişme için artık eksojen bitki büyüme düzenleyicilerine ihtiyaç 

duymamaları ve neticede ‘hormon-otonom’ bir kallusun meydana gelmesi 

(habituation), 
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2. Organogenik potansiyelin yani yeni adventif sürgün veya kök meydana getirme 

yeteneğinin azalması veya  tamamen ortadan kalkması, 

3. Kallus dokusunun yapısında bazı değişikliklerin kendiliğinden ortaya çıkması, 

örneğin nispeten küçük hücrelerden meydana gelmiş sık yapılı (compact) bir 

kallus veya daha büyük ve şeffaf hücrelerden meydana gelişmiş gevşek yapılı 

(friable) bir kallusun meydana gelmesidir.  

 

Aynı bitki türünden alınan değişik eksplantlar organogenez oluşturma kapasitesi 

bakımından büyük farklılıklar gösterebilirler. Bunun yanında oluşan kallus homojen 

değildir ve kültürde yaş ile birlikte çeşitli değişikliklere maruz kalmaktadır. 

Organogenez çalışmalarında eksplant kaynağı seçilirken, bu faktörler dikkate 

alınmalıdır. Sitolojik bakımdan benzer olan hücrelerin   biyokimyasal yeterliliklerinde 

büyük farklar olduğu anlaşıldığı zaman yukarıdaki faktörler daha da önemli bir hale 

gelmektedir.       

 

In vitro organ gelişiminin indirekt organogenez ve direkt organogenez olmak üzere iki 

modeli vardır. İndirekt organogenezde, meristematik bir merkezin oluşumundan ve 

takip eden sürgün veya kök oluşumundan önce, alınan eksplant dokusu organize 

olmamış kallus kümesinin oluşturulması için uyarılır. Direkt organogenezde, kallus 

gelişimi hiç görülmez.  

 

Kallus dokusundan sürgün gelişimini özetlemek gerekirse, işlem eksplantın 

çevresindeki hücre dizilerinin bozulması ile başlar. Hücre dizileri ve eksplant arasındaki 

bölgelerde ise bazı trakeal elementler ortaya çıkar. Kültürden bir hafta sonra trakeal 

elementlerin yanında hücre bölünme bölgeleri gözlenmeye başlar. Bu bölgenin içinde 

özellikle kallusun alt yarısında takip eden günlerde meristematik merkezler oluşur. Bu 

merkezler daha sonraki günlerde gözle görülebilir sürgün promordiasını(taslağını) 

oluştururlar.   En önce oluşan sürgünler ortama temas eden   kallus yüzeylerinin geniş 

çıkıntıları üzerinde görülür (Babaoğlu 2001).  
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Trifolium cinsine ait başka türlerde (Bhojwani 1981, Choo 1988, Konieczny 1995) veya 

T. pratense’nin diploid çeşitlerinde organogenez çalışmaları yapılmıştır (Phillips ve 

Collins 1979a,b, Bhojwani vd 1984, Cebrat vd 1990a,b, Konieczny 1995).  

 

Doğal tetraploid T. pratense L.  anavatanının ülkemiz olduğu yabancı araştırıcılar 

tarafından kabul edilmiş olmasına karşılık tarımsal işletmelerimizde yetiştirilme 

çabalarına gereken önem verilmemiştir. Dünyada T. pratense L. diğer bütün kültüre 

alınan baklagil yem bitkileri arasında tarımı en geniş şekilde yapılan ve bilinen 

baklagillerden birisidir. Bugün klasik hibridizasyon yöntemleriyle elde edilen tetraploid 

T. pratense L.  Kuzey ve Batı Avrupa’da, Batı ve Orta Asya’da, Amerika Birleşik 

Devletleri’nde, Kanada, Yeni Zelanda ve Avusturalya’da önemli bir yem bitkisidir 

(Wilsie 1967).  T. pratense L.’nin İngiltere’de yıllık tohum sarfiyatı 300 ton’dur 

(Cooper  1983). Bu rakam İsveç’de 3700 tonu bulmaktadır. Finlandiya’da ise yıllık 800 

ton’dur (St.. Pierre ve Bullen 1975). A.B.D. ise sadece ıslah edilmiş “Kenland” 

Çayırüçgülüne ait 9496 ton tohum her yıl ekilmektedir (Hughes vd 1967).  

 

Yaptığımız bu çalışma ile sadece ülkemizde Doğu Anadolu bölgesinde doğal olarak 

yetişen tetraploid T. pratense L.’de ilk kez doku kültürü çalışması yapılmış ve in vitro 

organogenez  ile türün çoğaltılmasına çalışılmıştır. Milli gelir oranı  düşük olan Doğu 

Anadolu Bölgemizde, gelirlerini hemen hemen tek kaynak olan hayvancılıktan sağlayan 

vatandaşlarımız bu bitkiyi besi amaçlı ot yetişticiliğinde kullanabilmeleri için bitkinin 

daha geniş alanlarda yetiştirilmesi gerekmektedir. Yine bu bölgemizde aşırı otlatma ile 

zayıflayan çayırlar, in vitro yöntemle üretilen bitkilerle yeniden düzenlenebilecek ve 

ıslah edilebilecektir.  

 

Bitki besin değerine ilaveten, isoflovan karakterinde (fitoöstrojen) maddeler 

içerdiğinden  hayvanlarda süt verimini de artırmaktadır (Van de Weijer 2002). Bu konu 

ile ilgili ülkemizde doğal olarak yetişen tetraploid Trifolium pratense ile ilgili bir 

bilgiye rastlanmamıştır. Bu nedenle  doğal tetraploid Trifolium pratense ile ilgili 

çalışma konularının kapsamı genişlemekte  ve değer kazanmaktadır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. Materyal 
 

Bu çalışmada, materyal olarak Elçi (1982) tarafından Erzurum’un Tortum yöresinden 

alınan 2n = 4x = 28  kromozomlu bir bitki olduğu belirlenen doğal tetraploid  Trifolium 

pratense L. (Çayırüçgülü, Kırmızı çiçekli tırfıl) E2 çeşidi kullanıldı. Doğal tetraploid  T. 

pratense L. diploid çeşitlere göre vejetatif özellikleri bakımından üstün bir formdur 

(Elçi 1982). 

 

Doğal tetraploid  Trifolium pratense L. (Çayırüçgülü) E2 çeşidi A.Ü. Fen Fakültesi 

Biyoloji Bölümü deneme bahçelerinde yetiştirildi. Tohumların ekimi Mart ayı sonunda 

gerçekleştirildi. Tohumların derine gitmemesi için ince fakat sert bir tohum yatağı 

hazırlandı (Elçi, 1988). 15 gün içinde çıkan fideler Mayıs ayı sonunda ve Haziran ayı 

başında çiçeklenmeye başladılar. (Şekil 4.1.). Temmuz ayında ise kuruyan çiçekler 

tohum elde etmek için toplandı. Toplanan çiçeklerden tohumlar ayıklandı (Şekil 4.2). 

Deneylerde senelik tohumlar kullanıldı. 

               

 

 
 
 
Şekil 4.1. Deneme bahçesinde çiçeklenmiş doğal tetraploid  Trifolium pratense 

     L.’lerin   genel görünümü 



   86

                                                     

 

 

 

 

                                                                             
 

                                                         
  Şekil 4.2. Deneme bahçesinde çiçekli bitki ve ayıklanmış tohumlar 
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Deneme bahçesinde yetiştirilen bitkilerden eksplantlar alınıp kullanıldı. Fakat bunlarda 

kontaminasyon oranı çok yüksek oldu. Kontaminasyonu azaltmak amacı ile 

tohumlardan eksplant kaynağı olmak üzere aseptik fideler yetiştirildi. Deneme 

bahçesinden elde edilen senelik tohumlar steril ortam şartlarında MS ortamında, 

karanlıkta çimlendirildi ve aseptik fideler elde edildi. Tohumlar çimlenmeye ekimden 

sonraki 3. günde başladı. Çimlenmeden birkaç gün sonra hipokotil boyları  2 cm. olan 

fideler ışığa alındı. 15 günlük unifoliat ilk yaprağı çıkmış olan aseptik fideler eksplant 

kaynağı olarak kullanıldı (Şekil 4.3a-b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           

 

                          a                                                                                         b 

Şekil 4.3. a. Çimlendirme için  ekilmiş tohumlar, b. 15 günlük fideler 

 

 

4.1.1. Eksplantlar 
 

Deneme bahçesinde yetişen bitkilerden yaşlı gövde ve yaprak, genç yaprak ve yaprak 

sapından; steril fidelerden apikal meristem, hipokotil, epikotil, kotiledon ve ilk 

yapraklardan eksplantlar alındı. 
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Deneylerin başladığı ilk sene tarladaki bireylerden, farklı  organlardan eksplant alındı. 

Yaşlı gövdeler ortalama 24.6 cm. boyunda ve ortalama 5.8 adet trifoliat yaprağa 

sahiptiler. Genç yaprak sapları ise ortalama  12.44 cm. boyunda ve 1  adet trifoliat 

yaprağa sahiptiler. Yaşlı gövde ve yaprak, genç yaprak ve yaprak sapı eksplantları alındı 

(Şekil 4.4a-b). Sterilizasyondan sonra uçları kesilerek temizlenen gövde, yaprak 

saplarından 0.5-1 cm. büyüklüğünde, yaprak parçalarından 0.5-1 cm2 büyüklüğünde 

eksplantlar tartılarak ortamlara dikildi. Her petriye 5-6 eksplant olacak şekilde ekimler 

yapıldı.  

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                      

                        a                                                                   b 

 

Şekil 4.4. Deneme bahçesinden alınan yaşlı gövde  ve genç yaprak a. Yaşlı gövde ve  
     yapraklar, b. Genç yaprak  
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Her petriye 10-15 tohum olmak üzere ekilen tohumlardan elde edilen 15 günlük 
unifoliat  ilk yaprağı bulunan aseptik fidelerden ise kısa bir sterilizasyon işleminden 
sonra hipokotil (0.5-1cm), kotiledon (tüm ve ikiye ayrılmış şekilde), epikotil (0.5-1cm), 
apikal meristem (1mm) ve ilk yapraktan (tüm ve ikiye ayrılmış şekilde) eksplantlar 
alındı (Şekil 4.5).  Bu eksplantlar tartılarak dikildi. Her petriye 5-6 eksplant olacak 
şekilde dikimler yapıldı.   
 
 
 
 

 
 

Şekil 4.5. Eksplant kaynağı olarak alınan  parçalar ve aseptik fidenin genel görünüşü  
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4.2. Yöntem 

4.2.1. Tohum çimlendirme ve organogenez için kullanılan ortamlar  
 

Tohumları çimlendirebilmek için hormonsuz MS (Murashige and Skoog, 1962) ortamı 

kullanıldı (Çizelge 4.1). Ortamlar steril şartlarda petri kaplarına döküldü. Steril edilmiş 

tohumlar petrilere ekilerek çimlendirildi. 

 

In vitro organogenez için MS  ve  PC-L2 (Phillips ve Collins  1979)  ortamları 

kullanıldı (Çizelge 4.1). Sürgün oluşumu için Benzilaminopürin (BAP)’in farklı hormon 

konsantrasyonları ve sabit miktarda Naftalenasetik asit (NAA)  denendi (Çizelge 4.2). 

Farklı hormon konsantrasyonundaki ortamlar petri kaplarına döküldü. 

 

Oluşan sürgünlerin köklenmesi için sadece 1mg/l NAA ihtiva eden PC-L2 ortamı 

kullanıldı. Köklenme ortamları  400 ml’lik kavanozlara döküldü.  
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Çizelge 4.1. Kullanılan MS ve PC-L2 ortamlarının içerikleri 

                      

                    MS ORTAMI (mg/)l 

 

                    

                PC-L2 ORTAMI  (mg/l)            

                                                

NH4NO3  

CaCl2.H2O  

MgSO4 

KH2PO4 

KNO3 

1650 

440  

370 

170 

1900 

NH4NO3 

 KNO3 

KH2PO4 

NaH2PO4.H2O 

CaCl2.2H2O 

MgSO4.7H2O 

1000 

2100 

325 

85 

600 

435 

H3BO3  

KI 

MnSO4.4H2O 

Na2MoO4.2H2O 

ZnSO4.7H2O 

 

CoCl2.6H2O 

CuSO4.5H2O 

6.2 

0.83 

16.8 

0.25 

8.6 

 

0.025 

0.025 

H3BO3  

KI 

MnSO4 .H2O 

Na2MoO4.2H2O 

ZnSO4.7H2O 

 

CoCl2.6H2O 

CuSO4.5H2O 

5 

1 

15        

0.4    

5 

 

0.1       

0.1 

Na2EDTA.2H2O  

FeSO4.7H2O         

37.2 

27.8 

 

FeSO4.7H2O.EDTA    

 

25 

Mio-inositol           

Tiamin-HCl   

Nikotinik asit  

Pridoksin-HCl        

100 

0.1 

0.5 

0.5 

Mio-inositol         

Tiamin-HCl    

Pridoksin-HCl              

250 

2.0     

0.5      

 

Sakaroz 20 000 Sakaroz 25000 

Agar   8 000 Agar                        8000 

 

pH = 5.8  pH = 5.8  
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Çizelge 4.2.  Sürgün oluşumu için MS ve PC-L2 ortamlarında kullanılan hormon    
                     kombinasyonları (mg/l) 

 
                        

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.1. MS ortamının hazırlanması 
 

Öncelikle normal konsantrasyonun 10 veya 100 katı  şeklinde hazırlanan stok 

çözeltilerden uygun hacimler (Çizelge 4.7) alınarak MS ortamı yapıldı.  pH ayarı 

yapıldıktan sonra agar eklendi. 

 

a. Makro elementler stoğu 

  

Çizelge 4.3.  MS ortamında kullanılan major tuzlar  

Makro elementler g/ l (x10) 

NH4NO3             16.5     

CaCl2.H2O           4.40 

MgSO4                  3.70 

KH2PO4               1.70 

KNO3                  19 

 

Tüm major tuzlar listeki (Çizelge 4.3) stok miktarı kadar tartıldı. Balon jojedeki saf 

suda sırasıyla, balıkla karıştırılarak çözüldü. Hacmi 1 litreye tamamlandıktan sonra 

koyu renkli bir şişede etiketlenerek buzdolabında saklanmıştır. 

 
          2 BAP / 1 NAA 
 
                  
       2,5 BAP/ 1 NAA 
 
                  
         3 BAP / 1 NAA 
 
                 
         4 BAP /1 NAA 
 
                  
         5 BAP / 1 NAA 
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b. Mikro elementler stoğu 

 

Çizelge 4.4. MS ortamında kullanılan minör tuzlar 

Minör elementler mg/l (x100) 

H3BO3 620  

KI 83 

MnSO4.4H2O 1680 

Na2MoO4.2H2O 25 

ZnSO4.7 H2O 860 

CoCl2.6H2O           2.5  

CuSO4.5H2O 2.5 

 

 Tüm minör tuzlar listeki (Çizelge 4.4) miktar kadar tartıldı. Yarısına kadar saf su dolu 

bir litrelik balon jojede  sırayla  karıştırılarak çözüldü. 25 mg kobaltklorür ve 25 mg 

bakırsülfat  100 ml saf suda çözülür. Bu çözeltiden alınan 10 ml çözeltide önceki 

karışıma eklendi. Hacmi 1 litreye tamamlandıktan sonra koyu renkli bir şişeye aktarıldı. 

Etiketlenerek buzdolabında saklandı. 

 

c. Demir stoğu 

 

Çizelge 4.5. MS ortamında kullanılacak demir stoğu 

Demir g/l (x100) 

FeSO4.7H2O  2.78  

Na2EDTA.2H2O 3.72 

 

Demir sülfat ve sodyum EDTA (Çizelge 4.5) tartılarak balon jojedeki saf suda sırayla 

karıştırılarak çözüldü. Hacmi 1 litreye tamamlandıktan sonra koyu renkli bir şişeye 

aktarıldı. Etiketlenerek buzdolabında saklandı. 
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ç. Vitamin stoğu 

 

Çizelge 4.6. MS ortamında kullanılan vitaminler 

Vitaminler mg/l (x100) 

Tiamin-HCl 10 

Nikotinik asit 50 

Pridoksin-HCl 50 

 

 Vitaminler yukardaki (Çizelge 4.6) sırayla tartılarak 100 ml saf suda çözüldü ve koyu 

renkli şişede buzdolabında saklandı. 

  

d. Bitki büyüme maddelerinin stokları (0.1 mg/ml) 

 

- Naftalen asetik asit (NAA) 25 mg tartılıp 400 ml’lik ölçülü bir beherde 5 ml saf su 

içinde ezilerek, çözülünceye kadar damla damla 1M NaOH  ilave edildi. Çözelti 250 

ml’ye distile su ile tamamlandı. Etiketlenerek koyu renkli şişede buzdolabında saklandı.  

  

- 6-Benzilaminopürin (BAP) 25 mg tartılıp 400 ml’lik ölçülü bir beherde 5 ml saf su 

içinde ezilerek, 1 M HCl hormon çözülünceye kadar damla damla ilave edildi. Distile su 

ile 250 ml’ye tamamlandı. Etiketlenerek koyu renkli şişede buzdolabında saklandı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   95

Çizelge 4.7.  Hormonsuz ve hormonlu MS ortam karışımları        

Sıra  
   

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. Minör Stok  10 ml. Minör Stok  
  5 10 ml. Demir Stok 10 ml. Demir Stok 
  6 100 mg. Mio-İnositol 100 mg. Mio-İnositol 
  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 tamamlanır Hacim litreye tamamlanır 
 pH= 5.8** pH= 5.8** 
 14 8 gr Agar 8 gr Agar 

 
**pH ayarlanması 
 
Kültür için hazırlanan ortamların agarları ilave edilmeden önce pH ayarlaması yapıldı. 1 

M HCl ve 1 M NaOH çözeltileri kullanılarak, ortam pH’sı doku kültürü için en uygun 

pH olan 5.8’e ayarlandı. pH ayarı, ortam manyetik karıştırıcı üzerinde sürekli 

karıştırılırken  1 M HCl ve 1 M NaOH damla damla ilave edilerek yapıldı. 
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4.2.1.2. PC-L2 ortamının hazırlanması 
 

Öncelikle normal konsantrasyonun 10 veya 100 katı  şeklinde hazırlanan stok 

çözeltilerden uygun hacimler (Çizelge 4.12) alınarak PC-L2 ortamı yapıldı.  pH ayarı 

yapıldıktan sonra agar eklendi. 

 

a. Makro elementler stoğu 

 

Çizelge 4.8.  PC-L2 ortamında kullanılan major tuzlar  

Makro elementler g/ l (x10) 

NH4NO3             10 

CaCl2.2H2O           6.00 

MgSO4 7H2O  4.35 

KH2PO4               3.25 

KNO3                  21 

NaH2PO4.H2O 0.85 

 

 1000 ml’lik temiz bir balon jojedeki 700 ml saf su içerisine sırası ile her tuzdan 

tablodaki (Çizelge 4.8) miktar kadar tartılıp, ilave edildi. Bu işlem sırasında, manyetik 

karıştırıcı ile sürekli çözelti karıştırıldı. İlave edilen her madde tamamen erimedikçe bir 

sonraki madde çözeltiye eklenmedi. Tüm maddelerin eridiği çözelti, distile su ile 1000 

ml’ye tamamlandı. Stok çözelti temiz ve renkli  bir şişede  buzdolabında saklandı. 

 

Hazırlanan bu stok, oldukça dayanıksız ve çökelti oluşturma eğiliminde olduğu  için 

1000 ml’den daha az miktarda ve sık sık hazırlanılmasına dikkat edildi. 
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b. Mikro elementler stoğu 

 
Çizelge 4.9. PC-L2 ortamında kullanılan minör tuzlar 
 
Minör elementler mg/l (x100) 

H3BO3 500  

KI 100 

MnSO4.H2O 1500 

Na2MoO4.2H2O 40 

ZnSO4.7 H2O 500 

CoCl2.6H2O           10  

CuSO4.5H2O 10 

 

 Minör tuzlar (Çizelge 4.9), iki ayrı stok şeklinde hazırlandı. 1000 ml’lik balon jojedeki 

700 ml saf su içerisine çizelgedeki sıra ile her maddenin tartılan miktarı, sürekli 

karıştırılarak ilave edildi ve bir madde tamamen çözülmeden diğeri ilave edilmedi. Son 

iki madde ise ayrı hazırlanıp ana stoğa eklendi. Bunun için; 100 mg  kobalt klorür ve 

100 mg bakır sülfat 100 ml saf suda çözüldü. Bu stoktan 10 ml alındı ve daha önce 

minör tuzların çözüldüğü balon jojeye ilave edildi ve stok distile su ile 1000 ml’ye 

tamamlandı. Bu işlem sırasında da sürekli karıştırma yapıldı. Temiz koyu renkli bir 

şişede etiketlenerek buzdolabında saklandı. 

 

c. Demir stoğu 

 

Çizelge 4.10. PC-L2 ortamında kullanılacak demir stoğu 
 
Demir g/l (x100) 

FeSO4.7H2O  1.069 

Na2EDTA.2H2O 1.43 

 

Demir sülfat ve sodyum EDTA listeki (Çizelge 4.10) miktar kadar tartıldı. 1 litrelik 
balon jojedeki saf suda sırayla karıştırılarak çözüldü. Hacmi 1 litreye tamamlandıktan 
sonra koyu renkli bir şişeye aktarıldı. Etiketlenerek buzdolabında saklanmıştır. 
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ç.  Vitamin stoğu 

 

Çizelge 4.11. PC-L2 ortamında kullanılan vitaminler 
 
Vitaminler mg/l (x100) 

Tiamin-HCl 200 

Pridoksin-HCl 50 

 

 Vitaminler yukardaki (Çizelge 4.11) sırayla tartılarak 100 ml saf suda çözüldü. 

  

d. Bitki büyüme maddelerinin stokları (0.1 mg/ml) 

 

NAA ve BAP bitki büyüme maddeleri daha önce MS ortamı için hazırlanan stoklardan 

alınarak kullanıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   99

 

 

Çizelge 4.12.  Hormonlu PC-L2 ortam karışımları 

Sıra  
   

1 litrelik ortam 

  1 Balon jojeye 500 ml. saf su 
  2 25 gr. Sakaroz 
  3 100 ml. Major Stok 
  4 10 ml. Minör Stok  
  5 10 ml. Demir Stok 
  6 250 mg. Mio-İnositol 
  7 1 ml. Vitamin Stok 
  8 (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 tamamlanır 
 pH= 5.8** 
 14 8 gr Agar 
  
 
**pH ayarlanması 
 
pH ayarı MS ortamının hazırlanışında anlatıldığı gibi yapıldı. 

4.2.2. Sterilizasyon 
 

a. Laboratuvar temizliği ve sterilizasyonu 

Steril şartlar altında ekimin yapıldığı yer, laminar flow kabininin içerisidir. Kabin içi ve 

steril oda kullanılmadan önce %1’lik Zephiran ile temizlendi. Takiben %96’lık etanolle 

silindi. Kabinin UV-c lambası açılarak ekim işlemine kadar kabinin steril kalması 

sağlandı. Zemin ve kabin çevresi %10’luk ticari sodyum hipoklorit ile temizlendi.   
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b. Kullanılan malzemenin sterilizasyonu 

Ekimde kullanılan kavanozlar ve  filtre kağıtları, zımpara kağıtları otoklavda (121 oC’de 

15 dakika) steril edildi. Tüm cam ve metal malzemeler 160 oC’ lik etüvde 2 saatte veya  

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

 

c. Besin ortamının sterilizasyonu 

Hazırlanan bütün ortamlar, tohum ve eksplantları yıkamada kullanılan saf su otoklavda 

121 oC’ de 15 dakika sterilize edildi. 

 

d. Eksplant sterilizasyonu 

Deneme bahçesinden toplanan örnekler önce bol suyla yıkandı. Ardından deterjan (%1) 

ile yıkama yapıldı. Laboratuvarda gövdeler ve yaprak sapları yaklaşık 1.5-2 cm. 

uzunluğunda, yapraklar  1-1.5 cm2 parçalara ayrılmış şekilde bir damla tween 20 

damlatılmış %10’luk sodyum hipoklorid çözeltisinde 10 dakika steril edildi. Daha sonra 

steril kabin içine aktarılan eksplantlar 3 kere steril su ile yıkandı. Sonra sterilize edilmiş 

filtre kağıtları üzerinde uç kısımlarını keserek  gövde, yaprak sapları ve yapraklardan 

eksplantlar alındı.  

 

Aseptik fide elde edebilmek için in vitro   tohum çimlendirmede,  tohumlar önce 

%96’lık etil alkol içinde manyetik karıştırıcı üstünde 1 dakika süresince karıştırıldı. 

Alkolden alınan tohumlar %10’luk sodyum hipoklorid ile 10 dakika sterilize edildi. 

Steril kabin içinde 3 kere steril su ile yıkandı. Sert tohumlar otoklavda sterilize edilmiş 

zımpara ile zımparalandıktan sonra hormon içermeyen MS (Murashige and Skoog, 

1962)  ortamına ekildi. 3 gün içinde çimlenme başladı. 15 günlük genç fideler kökleri 

kesilerek parçalanmadan petrilerden alındı. %2’lik sodyum hipoklorid kullanılarak 3 

dakika steril edildikten sonra 3 kere steril su ile yıkandı. Eksplantlar steril filtre kağıtları 

üzerinde kesilerek ortam üzerine alındı (tüm sterilizasyon işlemlerinde ticari sodyum 

hipoklorit kullanılmıştır). 
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4.2.3. İnkübasyon 
 

Deneme bahçesinde yetişen bitkilerden yaşlı gövde ve yaprak, genç yaprak ve yaprak 

sapından; steril fidelerden apikal meristem, hipokotil, epikotil, kotiledon ve ilk 

yapraklardan alınan eksplantların dikildiği petriler 22-24oC’de 16/8 saat  fotoperiyot 

uygulamasında, 1500 lüks ışık  altında 3-4 hafta inkübe edildi (Şekil 4.6a-e).   

                                          

MS ve PC-L2 ortamlarının farklı konsantrasyonlarındaki ortamlara dikilen eksplantların 

kalluslarından elde edilen sürgünler ise steril kabinde petrilerden çıkarılarak etrafındaki 

kallus artıkları ve kararmış olan doku parçalarından temizlenip, köklenme ortamının 

döküldüğü kavanozlara aktarılırdı. Bu kavanozlarda  22-24oC’deki  16/8 saat 

fotoperiyotta, 1500 lüks ışık uygulamasında köklendirmek için inkübe edildi (Şekil 4.7). 

4.2.4. Dış ortama alıştırma ve toprağa aktarma 
 

Köklenmiş olan sürgünlerin bulunduğu kavanozların kapakları 10 dakika açık 

bırakılarak havaya alıştırma işlemine başlandı. 2.gün 20 dakika, 3. gün bir saat, 4. gün 2 

saat, 5. gün 3 saat, 6.gün 4 saat ve 7 gün 5 saat açık bırakıldı. İyi yıkanmış saksılar 

içerisine otoklavlanmış topraklar kondu. Fideler köklerine zarar vermeden kavanozdan 

çıkarıldı. Köklerin etrafında bulunan fazla besi ortamları köklere zarar vermeden  

temizlendi. Fideler toprağa yerleştirildi ve ilk sulama steril su ile yapıldı. Saksıdaki 

fidelerin üstleri temiz beherlerle kapatıldı. Her gün açık kaldığı süre artırıldı. Bir hafta 

sonra beherler tamamen kaldırıldı ve saksıların bulunduğu bitki yetiştirme odasının nem 

oranı %80’den başlayarak  7 gün süresince azaltılarak %50-55 nem oranına indirildi. 

Böylece  saksılardaki fideler 22-24o C’de ve 1500 lüks ışık şiddetinde,  bitki yetiştirme 

odasında kontrollü nem koşullarında tutuldu. 15 adet ve daha fazla yaprağı bulunan 

fideler, saksılarından Mart ayı sonu ve Nisan ayı başında deneme bahçesine dikildi. 

Bahçede klon bitkiler tam başarı ile gelişmelerine devam ettiler. 
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                                 a                                                            b 

      

                        

 

 

 

 

 

 

c                                                                                 

 

Şekil 4.6. Aseptik fidelerden kesilerek alınmış, tartılarak besin ortamına dikilmiş            
    eksplant örnekleri. a. Apikal meristem, b. Hipokotil, c. Epikotil,  
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    d. Kotiledon,  e. İlk Yaprak  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d                                                                                       

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       e 

Şekil 4.6. (Devam)  
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Şekil 4.7. Kavanoza alınmış sürgün 

4.2.5. Denemelerin tekrarı 
 

Denemelerde her eksplant çeşidi her ortam (Çizelge 4.1) ve her hormon uygulaması 

(Çizelge 4.2)  için petrilerde 5-6’şar eksplant olacak şekilde 5’er petriye ekim yapıldı. 

Tüm çalışma ise üç tekrar olarak gerçekleştirildi. Tartımlar hassas terazide (0.0000 g) 

yapılmış, sayımlar gözle ve Prior binokülerle yapıldı ve yüzdeler tespit edildi. Resimler 

Prior binoküler mikroskoba takılı  Cento DF-300 marka fotoğraf makinesiyle, genel 

fotoğraflar Cannon Ftb fotoğraf makinesi ile çekildi. İstatiksel bilgiler bilgisayarda 

SPSS 11 programında yapıldı. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. Kallus Oluşumu 
 

Deneme bahçesinde yetişen örneklerden  alınan eksplantlar kallus oluşturmak üzere MS 

ve PC-L2 ortamlarına dikildi. Yaşlı gövde ve yaprak eksplantlarında MS ve PC-L2 

ortamlarında %55 civarında kontaminasyon oldu. Bu kontaminasyonlar  bazı içsel ve 

dış faktörler nedeniyle olmuştur. Kontaminasyon olmayan gövde ve yaprak 

eksplantlarında ise sterilizasyon süresi veya konsantrasyon fazla olduğundan kurumalar 

ve kararmalar görüldü. Bu nedenlerden çok az eksplantta az miktarda kallus elde edildi. 

Bu kallusların hiçbirinde   organogenez  oluşmadı.  

 

Deneme bahçesinden alınan genç yaprak ve yaprak sapı eksplantlarında ise MS ve PC-

L2 ortamlarında  % 10 gibi düşük bir  kontaminasyon gözlendi. Yaprak sapı 

eksplantlarında 7 gün sonra kallus oluştu.  Fakat  3-4 haftalık deneme süresi içerisinde 

kallus miktarında artış olmadı ve organogenez gözlenmedi. Genç eksplantlar yaşlı 

eksplantlara göre daha fazla kallus oluşturdu. Kalluslar genellikle eksplantların 

kenarlarında kesilme bölgelerinde  görüldü (Şekil 5.1.a). Bu kalluslar sarı ve yeşil 

renkli,  kitlesel yapılıştadır (Şekil 5.1.b). Yaprak eksplantları sodyum hipokloritle 

sterilizasyona dayanıksız oldukları için bu eksplantlarda kurumalar, kararmalar görüldü. 
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                                          a                                                                  b 

  
Şekil 5.1. MS ortamında oluşan kallus a. Genç gövde eksplantında kallus, b.  Genç  

     yaprak  eksplantındaki  kallus ve kararmalar. Barlar:  2mm 
 

Deneme tarlamızda yetişen bitkilerden alınan eksplantlar, sterilizasyonda karşılaşılan 

problemler ve kontaminasyonlar nedeniyle  başarılı sonuçlar vermedi. Bu problemi 

çözmek amacıyla literatür taraması yapıldı. Sonuçta totipotensi özelliği daha fazla olan 

ve aşırı bir sterilizasyon istemeyen in vitro tohum çimlendirilmesiyle oluşan aseptik 

fideler eksplant kaynağı olarak kullanıldı. Bu amaçla hormonsuz MS ortamı hazırlandı 

ve T. pratense tohumları bu ortama ekilerek çimlendirildi. 15 günlük çimlenme süresi 

sonunda unifoliat ilk yapraklı fideler elde edildi. Hormonsuz MS ortamında tohum 

çimlendirmeleri  sırasında  aseptik fideler arasında  bir adet albino fidede gözlendi 

(Şekil 5.2).   
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Şekil 5.2. Hormonsuz MS ortamındaki albino fide  
 
15 günlük unifoliat ilk yaprağı bulunan aseptik fidelerden  apikal meristem,  hipokotil, 

epikotil, kotiledon ve ilk yapraktan eksplantlar alındı ve  kısa bir sterilizasyon 

işleminden sonra tartılarak  MS ve PC-L2 ortamlarına dikildi (Çizelge 5.1).  

 

Çizelge 5.1. MS ve PC-L2 ortamlarına dikilen eksplantların ortalama ağırlıkları 

Eksplant Ağırlığı (mg) Ortalama  
Apikal meristem 0,046 ±  0,022 
Hipokotil 2.79   ±  0,538 
Epikotil 0.43   ±  0,192 
Kotiledon 1.29   ±  0,475 
İlk yaprak 0.61   ±  0,236 
 

Apikal meristem  ve hipokotil eksplantları PC-L2 ortamında  3-4 günde MS ortamında 

ise 5. günde kallus oluşturdu. Kotiledon, epikotil, ilk yaprak eksplantlarında ise  MS ve 

PC-L2 ortamlarında bir hafta içinde kallus oluşumu görüldü. Bütün eksplantlarda 3-4 

hafta içinde bol miktarda kallus oluşumu gözlendi. Genel olarak her iki ortamda şeffaf, 

beyaz, sarı ve yeşil renkli kalluslar oluştu. Her iki ortama yapılan ekimlerdeki 

kontaminasyon oranı %0.1’dir.   

                  

MS ve PC-L2 ortamlarına dikilen apikal meristemler çok küçük olmasına rağmen (0.27 

mg) bol miktarda  sarı, yeşil renkli kitlesel, öbekler oluşturan kalluslar üretti. 

Hipokotillerde  az miktarda şeffaf kallus (vitrifiye), bol miktarda beyaz kolay dağılan, 

sarı ve yeşil kitlesel-kubbe şekilli kalluslar oluştu. Epikotillerde daha çok beyaz dağınık 
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bir yapıya sahip ve sarı renkli kalluslar görüldü. Kotiledonlardan beyaz renkli 

dağılabilir kalluslar yanında özellikle ikiye ayrılmış kotiledonlarda sarı, yeşil kubbe 

şekilli kalluslar oluştu. İlk yaprak eksplantlarında yine beyaz, sarı ve yeşil kalluslar 

meydana geldi (Şekil 5.3-5.4). 

       
                      a      b 

                                          
                                       c       

                
    d                                            e 

 
Şekil 5.3. MS ortamında eksplantlarda oluşan  renkli kalluslar. a. Apikal meristem,                        
                Bar: 1 mm, b. Hipokotil, c. Epikotil, d. Kotiledon, e. İlk yaprak, Barlar: 2 mm 
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                        a                                                   b                                                                   

 

 

                           
c 

              

Şekil 5.4. PC-L2 ortamında eksplantlarda oluşan  renkli kalluslar. a. Apikal  
                meristem,  Bar: 1 mm, b. Hipokotil, c. Epikotil, d. Kotiledon,  
                e. İlk yaprak Barlar:2 mm
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d 

 

 
e 

Şekil 5.4. (Devam) 
 
Çizelge 5.2. MS ortamına dikilen in vitro bitki  eksplantlarında gözlenen kallus  
                    yüzdeleri 
 
Eksplant  
  

2 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

2.5mg/l BAP 
1 mg/l  NAA 

3 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

4 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

5 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

Apikal 
Meristem   

100 100 100 100 100 

Hipokotil 100 100 100 83.35 100 

Epikotil 93.3 94 85.7 75 100 

Kotiledon 100 100 100 83.35 100 

İlk Yaprak   66.6 75 100 68.75 93.75 
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MS ortamında apikal meristem eksplantlarında bütün konsantrasyonlarda % 100 

oranında  kallus oluştu. Hipokotil ve kotiledon eksplantlarında en yüksek kallus 

oluşumu 2, 2.5, 3 ve 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonlarında % 100  oranı ile,  

en düşük kallus oluşumu ise 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda ise % 83.35 

oranı ile gözlendi. Epikotil eksplantlarında 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA ile en yüksek (% 

100), 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA ile   en düşük kallus oluşum oranı (% 75) bulundu. İlk 

yaprak eksplantlarında en yüksek kallus oluşumu % 100 oranı ile  3 mg/l BAP+1 mg/l 

NAA, MS ortamında en düşük kallus oluşumu %  66.6  oranı ile 2 mg/l BAP+1 mg/l 

NAA konsantrasyonlarında gözlendi (Çizelge 5.2).  

 

Çizelge 5.3. PC-L2 ortamına dikilen in vitro bitki  eksplantlarında gözlenen kallus  
                    Yüzdeleri 
 
 
 Eksplant 

2 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

2.5mg/l BAP 
1 mg/l  NAA 

3 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

4 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

5 mg/l  BAP 
1 mg/l  NAA 

Apikal 
Meristem   

92.77 100 100 69 66.67 

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 

İlk Yaprak   92.45 100 86.6 50 63.3 

 

PC-L2 ortamında apikal meristemlerde en yüksek kallus oluşumu 2.5 ve 3 mg/l BAP+1 

mg/l NAA konsantrasyonlarında (%100), en düşük  kallus oluşumu ise 5 mg/l BAP+1 

mg/l NAA konsantrasyonunda (% 66.67)  belirlendi. Hipokotil eksplantlarında en 

yüksek kallus oluşumu 2.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda % 93.3  

oranında, en düşük kallus oluşumu 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda 

%57.41 oranında gözlendi. Epikotil eksplantlarında 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA 

konsantrasyonunda en yüksek kallus oluşum oranı %94.5, 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA 

konsantrasyonunda en düşük kallus oluşum oranı % 46 olarak bulundu. Kotiledon 

eksplantlarında 3 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda en yüksek %100 kallus 

oluşum oranı, 4 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda en düşük % 60  kallus 

oluşum oranı belirlendi. İlk yaprak eksplantlarında ise 2.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA 

konsantrasyonunda yine en yüksek %100 kallus oluşum oranı, 4 mg/l BAP+1 mg/l 

NAA konsantrasyonunda en düşük % 50 ile  denemelerin en düşük kallus oluşum oranı 

gözlendi (Çizelge 5.3).   
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Çizelge 5.4. MS ortamında 4 hafta sonra bulunan kallus ağırlıkları (mg) 

                                                                         Eksplantlar 

                                                        (Ortalama ±  Standart Hata)                      

Hormon 

konsantrasyonları 

Apikal 

Meristem 

Hipokotil Epikotil Kotiledon İlk yaprak 

 

2 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

76,485± 9,280 49,408± 3,192 49,218± 3,650 75,303± 6,351 86,888± 6,086 

2.5mg/l BAP 

1 mg/l  NAA 

75,980± 17,603 54,320± 4,901 44,320± 6,359 88,240± 23,060 75,980± 19,608 

3 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

47,833± ,775 49,660± 7,699 31,675± 5,895 47,350± 4,263 77,500± 6,536 

4 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

53,950± 4,050 32,225± 3,091 39,025± 6,163 83,800± 10,314 72,850± 9,156 

5 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

91,000± 0,0 75,300± 3,100 27,433± 6,175 76,000± 8,600 68,400± 14,000 
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Çizelge 5.5. PC-L2 ortamında 4 hafta sonra bulunan kallus ağırlıkları (mg)  

                                                                         Eksplantlar 

                                                        (Ortalama ±  Standart Hata)                      

Hormon 

konsantrasyonları 

Apikal 

Meristem 

Hipokotil Epikotil Kotiledon İlk yaprak 

2 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

196,200± 0,0 64,2± 18,738 67,200± 0,0 135,050± 42,850 89,800 ± 0,0 

2.5mg/l BAP 

1 mg/l  NAA 

77,066± 25,978 57,466± 9,886 60,766± 7,494 74,833± 33,074 88,266± 22,919 

3 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

112,650± 31,950 45,650± 10,321 58,200± 9,559 65,733±  7,716 95,750±  16,650 

4 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

49,050± 2,250 41,550± 21,550 92,100± 6,800 70,950± 5,250 136,400± 8,300 

5 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

93,900± 0.0 29,200± 0.0 66,350± 0,150 66,300± 0.0 147,600± 0.0 
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Çizelge 5.4-5.5’de görüldüğü gibi MS ve PC-L2 ortamlarında uygulanan hormon 

konsantrasyonları arasında kallus ağırlıkları bakımından önemli fark görülmedi. 4 

haftada oluşan kallus artışları her iki ortamda da çok düşük miktarlarda gerçekleşti. 

Hatta bazı durumlarda hormon miktarı artmasına karşılık kallus ağırlıkları aynı oranda 

artmadı. Bu düzensizlikler standart hata belirtilmesine karşılık istatiksel olarak varyans 

analiz testi uygulanmasına izin vermedi. 

5.2. Sürgün Oluşumu 
 

MS ortamında apikal meristem kalluslarında 2.5 ve 3 mg/l BAP+1 mg/l NAA 

konsantrasyonlarında en yüksek sürgün oluşumu %50 oranında görüldü. Sürgünler 

apikal meristemlerde oluşan daha çok sarı ve beyaz kalluslardan meydana geldi (Şekil 

5.5).  5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda en düşük  sürgün oluşumu % 26.92 

oranında  belirlendi. Eksplant başına ortalama 1 sürgün meydana geldi. Bazı kalluslarda 

çok sayıda sürgün bir arada oluştu (Şekil 5.6). Hipokotil, epikotil, kotiledon ve ilk 

yaprak kalluslarında hiçbir hormon konsantrasyonunda sürgün oluşmadı (Çizelge 5.6). 

Sonuç olarak MS ortamında yalnızca apikal meristem kalluslarında  sürgün oluşumu 

görüldü. 

 
Çizelge 5.6. MS ortamında oluşan kalluslarda sürgün ve anormal  oluşum  yüzdeleri   
  
 

Eksplant 

2 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA

2.5mg/l BAP

1 mg/l  NAA

3 mg/l  

BAP 

1 mg/l  

NAA 

4 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA

5 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

Apikal 

Meristem   

S  43.4 

AS 10 

__ 

S    50 
AS 55.5 

__ 

S   50 
AS  28.5 

__ 

S    29.4 

AS    20 

__ 

S    26.9 

__ 

__ 

Hipokotil __ __ __ __ __ 

Epikotil __ __ __ __ __ 

Kotiledon __ __ __ __ __ 

İlk __ __ __ __ __ 
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Yaprak      
S: sürgün, AS:  anormal sürgün,  
 __: sürgün ve anormal kök oluşumu gözlenmedi                
 

 

 

 

 

 
 

Şekil 5.5. 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA içeren MS ortamında apikal meristemlerde sarı  
                    ve  beyaz kalluslardan  gelişen sürgün 
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Şekil 5.6. MS ortamında  2.5 mg/l BAP + 1 mg/l NAA konsantrasyonunda apikal  
                meristem kalluslarında oluşan çok sayıdaki sürgün  
 

 

Çizelge 5.7. PC-L2  ortamında oluşan kalluslarda sürgün ve anormal  oluşum  yüzdeleri   
 
 

Eksplant 

2 mg/l  BAP 

1 mg/l  

NAA 

2.5mg/l 

BAP 

1 mg/l  

NAA 

3 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

4 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

5 mg/l  BAP 

1 mg/l  NAA 

Apikal 

Meristem   

S 81.33 

AS 37.5 

__ 

S    40 

AS 25 

__ 

S    41.66 

AS  20 

K 45.83 

S    69.23 

AS 22.22 

__ 

S   30 

AS    30 

__ 

Hipokotil S  5.62 

K 20.83 

__ 

__ 

__ 

K 43.48 

__ 

__ 

__ 

__ 

Epikotil S  0.6 

K  5 

__ 

K 26.09 

__ 

K 34.7 

__ 

__ 

__ 

__ 

Kotiledon __ 

K 10.25 

__ 

K 44.44 

__ 

 

__ 

__ 

 

K 66.66 

İlk Yaprak  __ 

K 3.3 

__ 

K 37.5 

__ 

K 84.62 

__ 

__ 

__ 

__ 

S: sürgün, AS:  anormal sürgün, K:kök, 
 __: sürgün ve anormal kök oluşumu gözlenmedi 
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PC-L2 ortamında 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda apikal meristem 

kalluslarında en yüksek sürgün oluşumu % 81.33 oranında görüldü. 5 mg/l BAP+1 mg/l 

NAA konsantrasyonunda ise en düşük  sürgün oluşumu % 30 oranında  belirlendi. 

Hipokotil ve epikotil kalluslarında 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda sürgün 

oluşumu sırasıyla % 5.62,   % 0.6  oranında bulundu. Hipokotil ve epikotil kalluslarında 

2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonu dışındaki hiçbir konsantrasyonda sürgün 

oluşumu belirlenmedi. Kotiledon ve ilk yaprak kalluslarında da sürgün oluşumu 

gözlenmedi (Çizelge 5.7). Sonuç olarak PC-L2 ortamında apikal meristem kalluslarında 

sürgün oluşması yanı sıra hipokotil ve epikotil kalluslarında da sürgün oluşumu 

belirlendi. En yüksek sürgün oluşum oranı % 81.33 ile apikal meristem kalluslarında 

bulundu. 

 

2 mg/l  BAP ve 1 mg/l  NAA içeren PC-L2   ortamlarında  2. ve 3. hafta kallus 

miktarının artışıyla  birlikte kallus üzerinde sürgün başlangıçları oluşmaya başladı. 

Apikal meristemlerde sarı ve beyaz kalluslarda genellikle eksplant başına  1-2 adet 

sürgün oluştu. Fakat bazı eksplantlarda çok sayıda sürgün oluşumu da görüldü (Şekil 

5.2.3). Hipokotil  ve epikotil eksplantlarından oluşan kalluslardan  sürgün ve kök gelişti.  

 

MS ve PC-L2 ortamlarında oluşan sürgünlerin yapraklarının trifoliat olduğu gözlendi. 

Apikal meristem kalluslarında 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA içeren MS ortamında bir tane 

tetrafoliat yapraklı sürgün görüldü (Şekil 5.8). Fakat sürgün köklendirilemedi. 

Parçalanmadan ortama konan apikal uçlarda üst taraftan sürgün gelişimi olurken 

(normal apikal gelişme) kesilen alt uçta ise kallus oluşumu gözlendi (Şekil 5.9). 

Deneyler süresince somatik embriyogenez belirlenmedi. 

 

 

 

 

 

 

 



 66

 

 

 

                                               
                                                             a                

         

                                                                                                                                                        

                                    
 

                                                                                    b 

 

Şekil 5.7. PC-L2 ortamında 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA konsantrasyonunda apikal  
                meristemlerde sarı ve beyaz kalluslardan  gelişen sürgün ve sürgünler.  

a. Apikal meristemde büyümekte olan sürgünler, b. Çok sayıda sürgün.   
Barlar: 2 mm.  

 



 67

 

 

 

 

                                 
 

Şekil 5.8. 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA içeren MS ortamında gözlenen tetrafoliat yaprak 

 

 

 

                               
 

Şekil 5.9. Normal apikal gelişme 
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5.3. Alt Kültür             
 

Gövde organogenezi sırasında hızlı besin tüketimi olmaktadır. 3. haftadan sonra 

kalluslar da kararmalar oluşmakta, organogenezin devamı riske girmektedir.   Bu 

nedenle 3. haftadan sonra organogenez yapmakta olan kalluslar aynı 

konsantrasyonlardaki ortamlara alt kültüre alındı (Şekil 5.10).  Kararmaya başlayan 

kalluslar alt kültüre geçirildiğinde canlı olan bölümlerden yeni kallus oluşumu gözlendi. 

Alt kültürde mevcut oluşmuş kalluslar çoğaldı ve aynı anda  sürgünler de büyümeye 

devam etti.      

                                                                           Yk           
 
 
 
                                                S 
 
 
 
 
                                                                                                   Ek                                                        
                                                                                                
 
 
 
 
Şekil 5.10. 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA içeren PC-L2 ortamına alt kültüre alınan   
                   hipokotildeki canlı kalluslardan yeni üreyen kalluslar. Bar: 2 mm.  
                  (S: sürgün, Yk: yeni kallus, Es: eski kallus) 

5.4. Gözlenen Normal Olmayan Yapılar 
               

MS ve PC-L2 ortamlarında apikal meristem kalluslarında oluşan sürgünlerden bazıları 

ileri evrelerde anormal sürgünler şeklinde gelişim gösterdi. Bu gelişim kısa bir sürgün 

ve bundan çıkan dolgun, etli ve kabarık yüzeyli sukkulent trifoliat yapraklar şeklindedir 

(Şekil 5.11).  PC-L2 ortamında bu anormal gelişim  sadece apikal meristem 

kalluslarından gelişen sürgünlerde görüldü. Apikal meristem kalluslarında yine bu 

ortamda 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda, en yüksek oranda anormal 

sürgün (Çizelge 5.7),  MS ortamında ise 2.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda 

en yüksek  oranda anormal sürgün oluşumu belirlendi(Çizelge 5.6).  
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Sürgün oluşturmak üzere gerekli oranlarda bitki büyüme maddeleri ihtiva eden PC-L2 

ortamında apikal meristem dışındaki eksplantlarda oluşan kalluslarda sürgün yerine kök 

oluşumu da gözlendi (Şekil 5.12). Kök oluşumu gözlenen bu kallusların hiç birinde 

sonradan sürgün oluşmadı. MS ortamında bütün eksplantlardan elde edilen kalluslarda 

ve tüm konsantrasyonlarda kök oluşumları görülmedi. İstisnai olarak epikotil 

kalluslarında 5 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonunda kök oluştuğu belirlendi. 

 

 

                                                      
 

Şekil 5.11. PC-L2 ortamında apikal meristem kallusundan meydana gelen anormal  
                  yaprak  oluşumları. Barlar: a. 1 mm  
 

 

 

 

 



 70

 

 

            
 

Şekil 5.12. PC-L2 ortamında ilk yaprakda  kallus ve kök oluşumu. Bar: 1 mm 

5.5. Kök Oluşumu 
 

Kallus geliştirmek için ve bu kalluslardan gövde organogenezi oluşturmak için MS ve 

PC-L2  ortamları değişik hormon konsantrasyonlarında kullanıldı. Bu iki ortamda da 

kallus ve bu kalluslardan sürgün elde edildi. Elde edilen bu sürgünleri birbirinden 

ayırarak 1 mg/l NAA bulunan PC-L2 ve MS ortamında köklendirmek üzere çalışma 

planlandı. İlk denenen PC-L2 ortamında % 94.4 oranında köklenme gerçekleşti. PC-L2 

ortamında elde edilen bu yüksek orandan sonra MS ortamında köklendirme yapılmadı. 

 

İlk köklenme bir hafta sonra gözlendi. Oluşan kökler jeotropizmaya uygun olarak agarlı 

ortama doğru büyümelerini sürdürdü (Şekil 5.13). Anormal gelişen  sürgünler  

köklenme ortamına alındıklarında hiç biri köklenmedi. Hepsi sararak öldü. 
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                                   a                                                               b 

                         
Şekil 5.13. 1 mg/l NAA içeren PC-L2 köklendirme ortamındaki sürgünler. a. Sürgünler.  
                  b. Köklenmiş sürgün (genç fide)  
 

5.6. Dış Ortama Alıştırma ve Toprağa Aktarma 
 

PC-L2 ortamında köklenen sürgünler tam bir klon fide haline geldi. Bitki yetiştirme 

odasında klon bitkilerin bulunduğu kavanozların kapakları 7 gün, artan sürelerde 

açılarak normal ortama (septik ortama) alıştırma yapıldı. Daha sonra kökleri ortamdan 

temizlenen fideler steril toprak bulunan saksılara alındı. Bu aşamaya kadar kavanoz 

içinde bulunan fidelerimiz % 90’nın üzerinde nem ihtiva eden bir ortamdadır. 

Kapakların açılması sırasında bu oran biraz düşer. Yine de toprağa alınacak klon 

fidelerin bulundukları ortamın   nem  oranı  yüksek  olmalıdır. Bundan  dolayı  bitki  

yetiştirme  odasının  nem  oranı % 80’ne ayarlandı ve toprağa alınan fidelerin dış 

ortama tam alışmasını sağlayabilmek için 15 gün süre içinde bu nem oranı  %55’e kadar 

düşürüldü. Dış ortama alıştırılan klon fidelerimiz canlı ve türün tüm özelliklerini 

göstermektedir (Şekil 5.14). Nem kademesi % 55’e geldikten sonra Mart ayı sonu ve 

Nisan ayı başında 15 adet ve daha fazla yaprağı bulunan fideler saksılarından deneme 

bahçesine geçirildi (Şekil 5.15). Deneme bahçesinde de klon bitkilerin üstü hava 

sıcaklığına bağlı olarak zaman zaman naylon örtüyle kapatılarak korundu. Toprağa 

geçirilen fidelerin tamamı yaşamını sürdürdü. Bu bireylerin hepsi bu ayların ardından 

gelen çiçeklenme mevsiminde  çiçeklendi ve tohum verdi.  
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Şekil 5.14. Bitki yetiştirme odasında toprağa geçirilmiş fideler 

 

 

 

 

 



 73

 

 
 

 

 

 

 

Şekil 5.15. Saksılarından deneme bahçesine geçirilen fideler 
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6. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Trifolium pratense L. pek çok ülkede tarımı yapılan bir yem bitkisidir (Hughes vd 1967, 

Wilsie 1967, St Pierre ve Bullen 1975, Taylor ve Smith 1979, Cooper 1983). Ayrıca  

tıbbi değeri olan ve pek çok bitkisel halk ilacının bileşimine giren bir bitkidir. 

Fitoöstrojen özellikli maddeler taşıdığından menopoz şikayetlerinin giderilmesinde, 

anti-tümoral maddeler taşımasından dolayı  da kanser tedavisinde kullanılmaktadır 

(Duke 1983, Mazur 1996,  Van de Weijer 2002, Dixon 2004,). Doku kültürü 

araştırmalarında ve diğer çalışmalarda T. pratense’nin kullanılan formları 2n = 14  

diploid çeşitleridir. Ülkemizde yetişen doğal tetraploid T. pratense L. 2n = 4x = 28 ile 

yapılmış hiçbir doku kültürü çalışmasına rastlanmadı. Çalışmamızla poliploidi ve diğer 

nedenlerle tohum tutma, sert tohum sorunları olan doğal tetraploid T. pratense’ nin in 

vitro organogenezi yapıldı. Çalışmamızın başlangıcında deneme bahçesinde yetişen 

bitkilerden aldığımız eksplantlar kullanıldı. Eksplantlarda kontaminasyon oranı %10-55 

arasında olduğu belirlendi. Ön denemelerde eksplantlarda sterilizasyon işlemlerinden 

sonra kararma ve kurumalar görülmesi ve elde edilen kalluslarda organogenez 

görülmediği için deneme bahçesinde yetişen bitkiler kullanılmadı. Eksplant olarak 

aseptik fidelerin kullanılması çalışmanın daha verimli sonuçlar vermesini sağladı. Bu 

fidelerin hücrelerindeki totipotensi özelliği daha etkin olduğu için sonuçların başarısını 

olumlu yönde etkiledi.  

 
Tohumların çimlendirilmesinde sert tohumlar nedeniyle çimlenme oranı çok düşmektedir. Çimlenme 
oranını artırmak için Phillips ve Collins (1979a), Maclean ve Nowak (1989) T. pratense L.’nin in vitro 
yetiştirilen 5 diploid çeşidinin tohumlarını, Choo (1988) T. medium ve Konieczny (1995) T. nigrescens 
tohumlarını zımparaladıktan sonra; Bhojwani (1981), Bhojwani vd (1984) T. repens,  T. pratense   T. 
arvense tohumlarını zımpara kağıdı kullanmak yerine, yoğun H2SO4’de 30 saniye bekleterek sterilizasyon 
işleminden geçirmişler ve çimlenme ortamına ekmişlerdir. Çalışmalarımızda yukardaki uygulamalardan 
farklı olarak sert tohumluluk problemi olan doğal tetraploid T. pratense’nin tohumlarına yüzey 
sterilizasyonu uyguladık. Sonra steril kabin içinde steril zımpara ile zımparaladık ve çimlenme ortamına 
ektik. Böylece tohum kabuğu üzerinde oluşturulan çatlaklardan sterilizasyon çözeltilerinin sızıp 
embriyoya zarar vermesini engelledik ve çimlenme oranını artırdık. Myers vd (1989)   T. pratense, 
Grosser ve Collins (1984) T. rubens tohumlarını çalışmamızla uyumlu olarak yüzey sterilizasyonunu 
gerçekleştirdikten sonra zımparalama işlemini yapmışlardır. Çalışmamızdan farklı olarak Cebrat vd 
(1990a) T. pratense’nin 4 diploid çeşidinin tohumlarını çeşme suyunda şişirdikten sonra sterilizasyonu 
yapmışlardır. Gresshoff (1980) T. repens tohumlarını doğrudan steril etmiştir. 
 

Zımparalanmış tohumların yüzey sterilizasyonunda; Phillips ve Collins (1979a) % 

95’lik alkolde 5 dakika, sonrada % 5-15 oranında değişen yüzdelerde sodyum 

hipokloritte, Choo (1988) % 95’lik etanolde 5 dakika sonra % 2.4’lük sodyum 
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hipokloritte 20 dakika, Maclean ve Nowak (1989) % 2’lik deterjanla sonra saf suyla 

yıkayıp % 33’lük Javex solusyonunda, Konieczny (1995) % 70’lik etanolde 1 dakika, 

%3’lük sodyum hipokloritte 15 dakika bekleterek sterilizasyon işlemini yapmışlardır. 

Bhojwani (1981), Bhojwani vd (1984)  % 3’lük sodyum hipokloritte 30 dakika 

sterilizasyon işlemini yapmışlardır. Grosser ve Collins  (1984)  tarafından tohumlar % 

95’lik etanolde 5 dakika sonra bir damla Tween 20 damlatılmış % 2.1 sodyum 

hipokloritte 10 dakika süre ile steril hale getirilmiştir. Myers vd (1989) ve Cebrat vd 

(1990a) % 50’lik etanolde 2dk, % 70’lik etanolde 2dk ve % 4’lük sodyum hipokloritte 

10 dakika sterilizasyon işlemini gerçekleştirmişlerdir. Genelde tohumlar ilk işlem olarak 

farklı derecelerdeki etanolle muamele edilse de  Phillips ve Collins (1979a), Choo 

(1988) ile uyumlu olarak tohumlarımızı 1 dakika % 96’lık etanolde beklettik. 

Çalışmalarımızda % 10 sodyum hipoklorit kullanmamız % 2-15 arasında sodyum 

hipoklorit kullanan araştırıcıların yöntemleriyle benzerdir. Tohumlar hiçbir işlemden 

geçirilmeden Gresshoff (1980) tarafından çalışmamızdan farklı olarak % 10’luk 

kalsiyum hipokloritte steril edilmişlerdir. 

 

Yüzey sterilizasyonu yapılmış tohumlar araştırıcılar tarafından farklı ortamlarda 

çimlendirilmiştir. Steril hale getirilen tohumları Phillips ve Collins (1979a) 

nemlendirilmiş steril filtre kağıtları üzerinde; 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) ortamında; Cebrat vd 

(1990a) % 0.9’luk agarda çimlendirmesine karşılık Konieczny (1995)’de MS ortamında 

çimlendirme yapmıştır. Çalışmamızda yüzey sterilizasyonu yapılmış ve sonra 

zımparanlanmış tohumlar hormonsuz MS ortamında çimlendirildi. Yapılan çimlendirme 

çalışmalarından farklı ortamların kullanıldığı görülmektedir. Fakat bu çalışmaların çoğu 

aynı türde olmasına karşın 1988 ve daha önceki tarihlere aittir. Bunlar içinde Konieczny 

(1995)’nin çalışması en son çalışmalardan biridir. 

 

Araştırıcılar farklı yaştaki aseptik fideleri eksplant kaynağı olarak kullanmışlardır. 

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

epikotil, kotiledon, genç primer yapraklar, sürgün ucu meristemlerini; Bhojwani (1981) 
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3 haftalık aseptik fidelerin 1.5 cm büyüklüğündeki sürgün uçlarını; Bhojwani vd (1984) 

4 haftalık aseptik fidelerin 1-1.5 cm büyüklüğünde hipokotil ve yapraklarını; Choo 

(1988) aseptik fidelerde 5 mm uzunluğundaki  petiyolleri;  Maclean ve Nowak (1989) 

7-9 günlük  aseptik fidelerin yaklaşık 8mm’lik hipokotillerini;  Myers vd (1989) bir 

haftalık aseptik fidelerin 5 mm. uzunluğundaki hipokotillerini ; Cebrat vd (1990a) 2 

haftalık 2-3 cm.’lik fidelerden apikal meristemi  bulunan 2 kotiledonlu, tek kotiledonlu 

ve kotiledonsuz sürgün uçlarını, 2-4 mm’lik sürgün uçlarını; Konieczny (1995) 7 

günlük fidelerin kotiledon ve hipokotillerini eksplant olarak almışlardır. Çalışmamızda 

15 günlük unifoliat ilk yaprağı çıkmış aseptik fidelerden apikal meristem, hipokotil, 

epikotil, kotiledon ve ilk yaprak eksplantları alındı. Hemen hemen bütün çalışmalarda 

bizimde kullandığımız apikal uç ve hipokotil eksplantları tercih edilmiştir. 

Eksplantlarımızın tümü Phillips ve Collins (1979a)’in çalışmalarında kullandığı 

eksplantlarla benzerdir. Fakat araştırıcıların kullandıkları fidelerin yaşlarında farklılıklar 

görülmektedir. Sonuçlarımıza göre 15 günlük fidelerin totipotensi özellikleri 

bakımından en uygun eksplant kaynağı oldukları belirlendi.  

 

Yukarıda bahsedilen eksplantlar farklı ortamlara dikilipip değişik koşullarda inkübe 

edilmişlerdir. Phillips ve Collins (1979a) 25oC ve düşük yoğunlukta ışık (total olarak 

550 μEm-2 s-1); Bhojwani (1981) ve Bhojwani vd (1984) 25oC, 16/8 fotoperiyot ve 

düşük yoğunlukta ışık (55 μEm-2 s-1); Maclean ve Nowak (1989) 25oC/18oC, 16/8 

fotoperiyot ve kallus kültürlerinde 14-15 μEm-2 s-1 , in vitro yetişen bitkicikler için 160-

250 μEm-2 s-1;  Myers vd (1989) 26 oC’de 75 μEm-2 s-2 sürekli bir ışık altında; Choo 

(1988) 22oC, 16/8 fotoperiyot ve 160 μEm-2 s-1; Cebrat vd (1990a) 22-24o C’de 16/8 

fotoperiyotta düşük ışık yoğunluğunda (1500 lüks); Konieczny (1995) 25o C’de 16/8 

fotoperiyotta düşük ışık yoğunluğunda (700-800 lüks) inkübasyon yapmışlardır. 

Deneylerimizde ise genel olarak araştırıcılarında kullandığı  22-24oC, 16/8 fotoperiyot  

uygulandı. Çalışmalarda yine düşük ışık yoğunluğu kullanıldığından Cebrat vd (1990a) 

ile uyumlu olarak 1500 (19 μEm-2 s-1 ) lüks ışık kullanıldı. 

 

Aseptik fidelerden alınan eksplantların dikildiği ortamlar ve oluşturduğu kalluslar 

oldukça çeşitlidir. Phillips ve Collins (1979a) kallus kültüründen bitki oluşumunu 

gerçekleştirmek amacıyla PC-L2 ortamını üçgül ve bazı baklagil türleri için denemişler 
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ve PC-L2 ortamından optimal sonuçlar elde etmişlerdir. Bu ortamdan ayrı olarak 

denedikleri MS, SH (Schenk ve Hildebrandt 1972) ve B5 ortamları iyi sonuç 

vermemiştir. 2,4-D içeren MS, SH ve B5 ortamlarında küçük kalluslar ve zayıf bir 

kallus büyümesi gözlenmiştir. Yalnızca meristem ve kotiledonlarda sulu, düz, parlak ve 

genellikle koyu renkli kalluslar oluştuğu görülmüştür. 0.06 picloram + 0.1 mg/l BAP 

içeren PC-L2 ortamında sulu olmayan, kolay dağılan, koyu renkli olmayan kalluslar 

elde etmişlerdir. Çalışmamızda PC-L2 ve MS ortamlarının her ikisinde de bütün 

eksplantlarda kallus oluştu fakat kallus oluşum yüzdesi MS ortamında daha fazla oldu 

(Çizelge 5.1.2-3). Kallus oluşumu apikal meristem ve hipokotil eksplantlarında PC-L2 

ortamında MS ortamına göre daha hızlı bir şekilde 3 gün içerisinde gerçekleşti. Bu 

gözlem Phillips ve Collins’in (1979a)  verileriyle uyumludur. Araştırıcılar 

çalışmalarımızla uyumlu olarak kallus artışının PC-L2 ortamında daha iyi olduğunu 

bildirmektedirler. Deneylerimizde her iki ortamda eksplantların her çeşidinde, farklı 

konsantrasyonlarda elde edilen kallusların morfolojilerinin benzer olduğu görüldü. 

Şeffaf, beyaz, sarı ve yeşil renkli kalluslar gözlendi. Phillips ve Collins’in denedikleri 

MS, SH ve B5 ortamlarında 2,4-D ve Picloram hormonları sulu, düz, koyu renkli 

kalluslar oluştururken çalışmamızda MS ve PC-L2 ortamlarında oksin olarak NAA 

kullandığımızdan her iki ortamda benzer özelliklere sahip kalluslar oluştu.  

 

Bhojwani (1981), T. repens’de MS ortamını kullanmış, Bhojwani vd (1984) T. 

pratense’de farklı kombinasyonlarda BAP, 2-iP, IAA, NAA, 2,4-D, GA3, TIBA ve 

kazein hidrolizat (CH) içeren MS ortamlarında kallus elde edebilmişlerdir. T. repens’de 

2 mg/l 2-iP + 1 mg/l 2,4-D ve T. arvense’de 2-iP, NAA, 2,4-D’den  2’şer mg/l bulunan 

MS ortamında iyi gelişen  kalluslar görmüşlerdir. Kalluslarda 7 haftada taze ağırlığın 15 

katı artış gözlemişlerdir. Deneylerimizde kallus artışı bakımından eksplant ağırlığına  

göre en başarılı sonuç apikal meristem eksplantlarında, 2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA 

kombinasyonunda PC-L2 ortamında gerçekleşti (Çizelge 5.5). MS ortamında aynı 

konsantrasyonda kallus artışı belirlense de  BAP konsantrasyonu arttıkça kallus 

ağırlıklarında her iki ortamda da artış meydana gelmedi.  

 

Maclean ve Nowak (1989), T. pratense’de her biri dört hafta süren 3 aşamalı bir sistem 

uygulamışlardır. Bu adımların ilkinde kallus elde etmek için bizim çalışmamızdan farklı 
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2 mg/l Kinetin + 2 mg/l NAA içeren Beach ve Smith (1979) ortamını (B5C),  0.06 mg/l 

picloram+0.1 mg/l BAP bulunan Phillps ve Collins (1979) ortamını (L2)  

kullanmışlardır. Özellikle B5C ve L2 ortamlarında çok yüksek oranda kallus 

üretmişlerdir. Araştırıcılardan farklı olarak kallus üretimi için değişik bir ortam 

deneylerimizde kullanılmadı.  

 

Myers vd (1989), T. pratense’de L2 (Phillips ve Collins, 1979) ortamında oluşan kolay 

dağılabilen kalluslar elde etmişlerdir. Bu kalluslardan bitki oluşum özelliği taşıyanları 

protoplast kültürüne geçirmişlerdir. Deneylerimizde araştırıcılarla uyumlu olarak kolay 

dağılabilen kalluslar oluştu. Amacımız hücre süspansiyonu olmadığı için bunları 

kullanmadık. 

 

 Choo (1988), T. pratense’de, L2 (Collins ve Phillips 1982) ortamında, Cebrat vd 

(1990a) çalışmalarımızda denediğimiz konsantrasyonda 2 mg/l BAP + 1mg/l NAA 

içeren PC-L2, farklı olarak  1 mg/l BAP + 0.1mg/l NAA içeren ML2 (Phillips ve 

Collins 1979b), 0.2 mg/l 2-iP + 0.2mg/l IAA içeren B5 (Gamborg vd, 1968) 

ortamlarında bir iki hafta içinde kallus elde etmişlerdir. Kullandığımız hormon ve ortam 

Cebrat vd (1990a) ile aynı olmasına karşılık kalluslarımız onlarınkinden daha kısa bir 

süre olan 3. günde oluşmaya başladı. 

 

Konieczny (1995), 2 mg/l Kinetin + 8 mg/l 2,4-D bulunan MS ortamında elde ettikleri 

yumuşak ve sarı kallusları 2 mg/l 2-iP + 0.5 mg/l NAA içeren MS ortamına 

geçirdiklerinde somatik embriyogenez oluşumunu izlemişlerdir. Çalışmamızda 1mg/l 

NAA + 2 mg/l BAP bulunan MS ortamında 5. günde benzer sarı ve yeşil kalluslar elde 

edildi fakat bunlarda somatik embriyogenez gerçekleşmediği gözlendi.   

 

Oluşan kalluslardan sürgün organogenezi içinde çeşitli çalışmalar yapılmıştır; Phillips 

ve Collins (1979a) 0.006 picloram + 0.1-10 mg/l BAP kombinasyonlarında  çok sayıda 

sürgünü 2-3 ay içerisinde meristem kallusundan elde etmişlerdir. Kullandıkları 5 diploid 

T. pratense çeşidi arasında bitki oluşumu açısından farklılıklar belirlemişlerdir. 

Bhojwani vd (1984) T. pratense’nin yaprak ve hipokotil eksplantlarından farklı 

kombinasyonlarda BAP, 2-iP, IAA, NAA, 2,4-D, GA3, TIBA ve CH içeren MS 
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ortamlarında kallus elde edebilmelerine karşın  bu ortamlarda sürgün elde 

edememişlerdir. Araştırmamızda 15 günlük fideler kullanıldı ve az da olsa hipokotilde 

sürgün oluşumunu gözlendi. Phillips ve Collins’in (1979a) meristem kalluslarında 2-3 

ay içerisinde sürgün elde etmelerine karşılık aynı kökenli eksplantlarda sürgünlerin 2-3 

hafta gibi kısa sürede oluştuğu gözlendi. Bhojwani vd (1984) ise kallus elde etmelerine 

rağmen sürgün elde edememişlerdir. Araştırıcıların yaprak ve hipokotil eksplantlarında 

sürgün elde edememelerine karşılık hipokotil eksplantlarımızda az da olsa sürgün elde 

edildi. Araştırıcılar 1 aylık fidelerde totipotensi özelliği azaldığı için sürgün elde 

edememiş olabilirler. Araştırmacılar kalluslarda gövde oluşumuna teşvik sırasında 

nadiren kök oluştuğunu gözlemişlerdir. Çalışmamızda da benzer şekilde sürgün 

oluşturmak için yaptığımız hormon konsantrasyonlarında sürgün yerine kök oluştuğu 

gözlendi (Şekil 5.12). Sürgün oluşumu gerçekleştirdiğimiz düşük BAP konsantrasyonlu 

PC-L2 ortamlarında kök oluşumları da gözlendi.  Araştırıcılar bu tür için daha çok anter 

kültüründe başarılı olmuş ve somatik embriyolar elde etmişlerdir (0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 

mg/l BAP içeren MS).  

 

Phillips ve Collins (1979b) çalışmamızdan farklı olarak serada yetiştirilen T. 

pratense’nin 2-5 cm uzunluğundaki sürgün meristem uçlarından M (Miller 1963) ve L2 

ortamlarının bileşiminden oluşan ML2 ortamında virüs içermeyen sürgünler elde 

etmişlerdir.  Gresshoff (1980), T. repens fidelerini steril ortamda yetiştirmiş ve bizim 

çalışmalarımızın aksine büyük kök ve gövde parçalarını eksplant olarak kullanmış ve 

B5 ve MS ortamlarına ekmiştir. Elde edilen kalluslardan da hücre süspansiyon 

kültürüyle sürgün elde etmiştir. Bhojwani (1981), T. repens’in 3 haftalık fidelerinden 

alınan 1.5 cm.’lik sürgün uçlarından 0.2 mg/l BAP içeren MS ortamında kallusdan 

sürgün çoğaltımını gerçekleştirmişlerdir. Sürgünlerde morfolojik bir anormallik 

gözlenmemiştir. Bhojwani vd (1984) T. pratense’de kallus elde edebilmelerine karşın 

sürgün elde edememişlerdir. Grosser ve Collins (1984), çimlenen aseptik fideleri steril 

koşullarda yetiştirdikten sonra yaprak hücrelerinden protoplastlar elde etmiş ve bu 

protoplastlardan LSP ortamında (Phillips ve Collins 1979) somatik embriyogenez 

yoluyla bitkicikler oluşturmuştur. 
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Choo (1988) T. pratense’nin aseptik fidelerindeki 5 mm uzunluğundaki petiyollerinden 

süspansiyon kültüründe doğrudan organogenez gözlemiştir. Deneylerimizde nispeten 

büyük sürgün ucu (apikal meristem) katı ortama dikildiği zaman çok az sayıda 

doğrudan organogenez gözlendi. Araştırmacı  L2 ortamında elde ettiği kallusları  aynı 

ve farklı ortamlara (L2 ve SEL, Collins ve Phillips 1982) ortamlara ekerek somatik 

embriyogenez gerçekleştirmiştir. 

 

Maclean ve Nowak (1989) T. pratense’nin hipokotil ve petiyol eksplantlarının 

kullanıldığı serilerde 2. ve 3. evrenin sonunda bitki oluşumunu görmüşlerdir. 2 mg/l 

Adenin veya Kinetin + 2 mg/l NAA içeren B5E ortamında sürgün elde etmişlerdir. 

Deneylerimizde de en başarılı sürgün oluşumunun 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA 

konsantrasyonundaki PC-L2 ortamında gerçekleşmesi araştıcılarla uyumludur. Elde 

ettikleri sürgünlerin büyümesi için 0.2 mg/l BAP + 0.002 Picloram içeren SPL ortamına 

almalarına karşılık, çalışmamızda sürgünlerin  aynı ortamlara alt kültüre alınarak 

büyümeleri sağlanmıştır.   

 

Myers vd (1989) T. pratense’den L2 ortamında kallus üretmişlerdir. Elde ettikleri 

kallusları çıplak protoplasta çevirip, LSE (Phillips ve Collins 1979) ve LSP115 (Phillips 

vd 1982) ortamlarında sürgün oluşturmak üzere kültüre almışlardır. 4 ay sonra gelişen 

sürgünlerin devamını sağlamak amacıyla ortamları ML8 (Phillips vd 1982) veya LSP 

115 ile değiştirmişlerdir. Çalışmamızda da sürgün oluşum sırasında ortamların besleyici 

maddelerin azalması üzerine, sürgün oluşturan kalluslarımızı aynı ortamlarda  alt 

kültüre geçirdik. Araştırıcılardan farklı olarak eksplantlarımız değişik ve sürelerimiz 

daha kısadır. 

 

 Cebrat vd (1990a) T. pratense ’de 2 mg/l BAP+1 mg/l NAA konsantrasyonundaki PC-

L2 ortamında, 5 hafta sonra eksplantlarda %60’dan fazla sürgün başlangıcı 

gözlemişlerdir. Oluşan sürgünlerin  birkaçında vitrifiye sürgünler meydana gelmiştir. 

Uygulamalarımızda aynı konsantrasyondaki PC-L2 ortamında 2-3 hafta gibi daha kısa 

sürede % 81.33 gibi başarılı bir oranda sürgün oluşumu gözlendi.  Araştırıcılarla 

uyumlu olarak eksplant başına çalışmamızda ortalama 1-2 sürgün oluştu. Apikal 

meristem eksplantlarından elde edilen sürgünlerde her iki ortamda konsantrasyonlara 
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göre değişen %10-%55 oranında anormal sürgünler, araştırıcıların  gözlediğinden 

fazladır. Bu sonuçlar T. pratense’nin tetraploid olması nedeniyle ortaya çıkmış olabilir. 

Cebrat vd (1990b) T. pratense’de çiçek başlarını eksplant olarak kullanmışlar oluşan 

kalluslardan aynı ortamda sürgün elde etmişlerdir. Konieczny (1995) T. nigrescens’in 

hipokotil ve kotiledon eksplantlarındaki kalluslarından  0.5 mg/l NAA + 2 mg/l 2-iP 

bulunan MS ortamında 14-21 günde trifoliat yaprakları bulunan sürgünler elde etmiştir. 

Bu durum bizim çalışmamızla uyumludur. Carillo vd (2004) T. pratense’nin gövde ve 

tepe ucu meristemlerinden doğrudan organogenezle MS, B5 ve L2 ortamlarında bitkicik 

elde etmişlerdir.  

 

Köklendirme için kullanılan ortamlarda oldukça değişiktir; Phillips ve Collins (1979a) 

% 85 oranında, 2-4 hafta içinde hormon içermeyen MS ortamında köklendirmeyi 

gerçekleştirmişlerdir. Phillips ve Collins  (1979b) 2-2.5 cm kadar büyüyen sürgünleri 

köklenmesi için R (PC) ortamına ekmişlerdir. % 90 oranında köklenme elde etmişlerdir. 

Gresshoff (1980), süspansiyon kültüründen elde ettiği sürgünleri 2-iP ve IAA içeren MS 

ortamında köklendirmiştir. Bhojwani (1981), 6 günde MS ortamında sürgünlerin %90-

100 köklendirmiştir. Çalışmamızda kök oluşumu bakımından her iki ortamdan da  elde 

edilen sürgünler için, aynı köklendirme ortamı optimum sonuç verdi. Oluşan 

sürgünlerin köklenmesi için 1mg/l NAA  bulunan  PC-L2 ortamı kullanıldı. Birinci 

hafta sonunda ilk köklenmenin gözlenmesi oldukça başarılı bir sonuçtur. Köklenmeye 

alınan sürgünler % 94. 4 oranında köklenmiştir. Ortamda NAA hormonunun 

mevcudiyeti köklendirmeyi hızlandırmış, hem de köklenme yüzdesini artırmış olabilir.  

 

Choo (1988) elde ettiği sürgünleri  çalışmamızdan farklı olarak CR2 (Grosser ve Collins 

1984) ortamında köklendirmiştir. Oluşan bitkicikler normaldir. Maclean ve Nowak 

(1989) SPL ortamında köklendirmeyi gerçekleştirmişlerdir. Myers vd (1989) sürgün 

üreten kalluslarda yaptıkları denemelerde, elde ettikleri sürgünleri RL (Grosser ve 

Collins, 1984) ya da CR2 (Rupert ve Collins 1985) ortamlarında köklendirmişlerdir. 

Konieczny (1995) doğrudan olmayan organogenez yoluyla elde ettiği 3 cm boyundaki 

sürgünleri çalışmamızdan farklı olarak,  hormonsuz MS ortamında köklendirmiştir. 

Cebrat vd  (1990a) T. pratense’de elde ettikleri sürgünleri 1 mg/l NAA içeren PC-L2 

ortamında %95-100 oranında  ve diğer bir çalışmalarında ise elde ettikleri sürgünleri  
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hormonsuz PC-L2 ortamında köklendirmişlerdir (1990b). Çalışmamızda  da iki ortamda 

elde ettiğimiz sürgünler, 1 mg/l NAA içeren PC-L2 ortamında,  % 94. 4 gibi yüksek bir 

yüzde ile köklendirildi.  

 

Sürgün ve arkasından köklendirilerek elde edilen klon bitkiciklerin kültür ortamından 

toprağa alınıp, dış ortama alıştırılması, çalışmanın sonucunu oluşturmaktadır. Phillips 

ve Collins (1979a) denemelerinde elde ettiği fideleri seraya aktarırken, saksılarda kumla 

karıştırılmış turba ya da toprak kullanmışlardır. Sera da %90 nem ve 20oC sıcaklık 

uygulamışlardır. Phillips ve Collins  (1979b) virüs taşımayan bitkicikleri kum ve toprak 

karışımına saksılara almışlar ve daha sonra toprağa geçirip serada yetiştirmişlerdir. 

Gresshoff (1980) elde ettiği  fideleri doğrudan toprağa veya Rhizobium trifolii ile 

inoküle ettikten sonra toprağa aktarmıştır. Bhojwani (1981), köklenen sürgünler 

saksılardaki turba karışımlı toprağa aktarılmıştır. Choo (1988) köklendirdiği sürgünleri,  

araştırmamızla uyumlu olarak, sera koşullarında toprak karışımına  geçirmiştir. Maclean 

ve Nowak (1989) elde ettikleri bitkicikleri nemli bir ortamda dış ortama alıştırdıktan 

sonra toprak, perlit, turba karışımına aktarmışlardır. Myers vd (1989) T. pratense’nin 

köklendirilmiş sürgünlerini toprağa aktarmıştır. Cebrat vd (1990a) T. pratense’de 

köklendirdikleri sürgünlerin üstlerini, toprağa aktarımdan bir gün önce açmışlardır. 

Toprağa geçişten sonra yoğun nemli ortamda bulunan fidelerin % 90’nı yaşamlarını 

sürdürmüşlerdir. Cebrat vd (1990b) köklendirilmiş sürgünleri % 90-100 oranında 

toprağa aktarmışlardır. Konieczny (1995), T. nigrescens’in doğrudan olmayan 

organogenezle elde ettiği fideleri, büyüme kabininde steril toprağa aktararak 

geliştirmişlerdir. Çalışmamızda özel bir toprak karışımı değil steril edilmiş normal tarla 

toprağı kullanıldı ve 22-24oC sıcaklık, %80 başlangıç nem uygulaması yapıldı. % 100 

nem ortamından çıkan fidelerde bu uygulama başarılı oldu. Araştırıcılar elde ettikleri 

bitkicikleri seraya aktardıklarından bahsetmektedirler. Araştırmamızda elde ettiğimiz 

tüm bitkicikleri saksı içinde toprağa ve ardından  deneme bahçesine aktararak tamamen 

dış ortama aktardık.  

 

Deneylerimizde toprağa geçirilen fidelerin %99’u yaşamaya devam etti. Bu bireylerin 

hepsi çiçeklendi ve tohum verdi.  In vitro yetiştirilen bitkilerin kum, humus, toprak, 

perlit gibi malzemeler kullanılarak toprağa aktarıldığı literatürde görülmektedir. Ancak 
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doğal tetraploid T. pratense’nin doğrudan bahçe toprağına adaptasyonu ploidi taşıyan 

bitkilerin zorlu koşullara daha iyi uyum sağlamasıyla açıklanabilir. Carillo vd (2004) 2 

trifoliat yaprağı, 2 ana kökü olan bitkicikleri 60 gün sonra steril toprağa aktarmışlar, 

daha sonra seraya geçirmişlerdir. Araştırıcılardan farklı olarak kallusdan yola çıkarak 

elde ettiğimiz 15 yapraklı bitkicikleri steril toprağa aktardık. 
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Çizelge 6.1. Çalışmada kullandığımız metotun literatürdeki metodlarla karşılaştırılması   

Araştırıcı ve 
çalışılan tür 

Tohumların 
geçirildiği 
işlemler 

Sterilizasyon Çimlendirme 
ortamı 

Eksplant İnkübasyon Kallu
s 
Orta
mı 

Sürgü
n 
ortam
ı 

Köklendir
me Ortamı 

İlk dış 
ortam 

Phillips ve 
Collins 
(1979a) T. 
pratense 

Zımparaladıkta
n sonra 
sterilizasyon 

% 95’lik 
alkolde 5 
dakika, 
sonrada % 5-
15 yüzdelerde 
sodyum 
hipoklorit 

Steril filtre 
kağıdı 

5-17 günlük 
fidelerin 
epikotil, 
hipokotil, 
kotiledon, genç 
primer 
yapraklar, 
sürgün ucu ve 
kök ucu 
meristemleri  

25oC ve 
düşük 
yoğunlukta 
ışık (total 
olarak 550 
μEm-2 s-1) 

PC-
L2 
 MS 
SH  
 B5 

PC-
L2 
MS 
 SH  
 B5 

MS Kumla 
karıştırılmı
ş turba ya 
da toprak 

Gresshoff 
(1980) T. 
repens 

Tohumlara bir 
işlem 
uygulanmamış 

% 10’luk 
kalsiyum 
hipoklorit 

Hormonsuz 
B5 

Steril fideden 
büyük kök ve 
gövde 
parçaları 

28oC, 
karanlık 

B5  
MS 

B5  
MS 

MS Doğrudan 
toprak 
veya 
Rhizobium 
trifolii ile 
inoküle 
ettikten 
sonra 
toprağa 
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Çizelge 6.1 (Devam ) 

Bhojwani 
(1981) T. repens 

Yoğun H2SO4’de 
30 saniye 
beklettikten sonra 
sterilizasyon 

% 3’lük 
sodyum 
hipokloritte 
30 dakika 

BAP ve 
NAA 
bulunan 
MS 

3 haftalık 
fidelerin 1.5 cm 
büyüklüğündeki 
sürgün uçları 

25oC, 16/8 
fotoperiyot 
ve düşük 
yoğunlukta 
ışık (55 
μEm-2 s-1) 

MS MS MS Turba 
karışımlı 
toprak 

Bhojwani vd 
(1984)  
T. repens,   
T. pratense,  
T. arvense 

Yoğun H2SO4’de 
30 saniye 
beklettikten sonra

% 3’lük 
sodyum 
hipokloritte 
30 dakika 

BAP ve 
NAA 
bulunan 
MS 

4 haftalık 
fidelerin 1-1.5 
cm 
büyüklüğünde 
hipokotil ve 
yaprakları 

25oC, 16/8 
fotoperiyot 
ve düşük 
yoğunlukta 
ışık (55 
μEm-2 s-1) 

MS MS __ __ 

Grosser ve 
Collins (1984) 
T. rubens 

Sterilizasyondan  
sonra 
zımparalama 

% 95’lik 
etanolde 5 
dakika sonra 
bir damla 
Tween 20 
damlatılmış 
% 2.1 
sodyum 
hipokloritte   
10 dakika 

SGL Steril fidelerin 
yaprak hücresi 
protoplastı 

26oC, 
karanlık 

L2 Somatik 
embriyo 
LSP 
(Phillips 
ve 
Collins 
1979) 

__ __ 

Choo (1988)  
T. medium 

Zımparaladıktan 
sonra 

% 95’lik 
etanolde 5 

SGL Fidelerin 5 mm 
uzunluğundaki  

22oC, 16/8 
fotoperiyot 

L2 L2  
SEL 

CR2 Toprak 
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sterilizasyon dakika sonra 
% 2.4’lük 
sodyum 
hipokloritte 
20 dakika 

petiyolleri ve 160  
μEm-2 s-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 6.1 (Devam ) 

Maclean ve 
Nowak (1989) 
T. pratense 

Zımparaladıkta
n sonra 
sterilizasyon 

% 2’lik 
deterjanla 
sonra saf suyla 
yıkayıp % 
33’lük Javex 
solusyonunda, 

Hormonsuz 
B5 

7-9 günlük 
fidelerin 
yaklaşık 8 
mm’lik 
hipokotilleri 

Kallus 
kültürlerinde 
25oC/18oC, 
16/8 
fotoperiyot 
ve 14-15 
μEm-2 s-1 , in 
vitro yetişen 
bitkicikler 
için 160-250 

B5C  
 L2 

B5E SPL Toprak, 
perlit, 
turba 
karışımı 
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μEm-2 s-1 
Myers vd (1989) 
T. pratense 

Sterilizasyonda
n  sonra 
zımparalama 

% 50’lik 
etanolde 2dk, 
% 70’lik 
etanolde 2dk 
ve % 4’lük 
sodyum 
hipokloritte 10 
dakika 

SGL bir haftalık 
aseptik 
fidelerin 5 
mm’lik 
hipokotilleri 

26 oC’de 75 
μEm-2 s-2 
sürekli bir 
ışık altında 

L2 LSE 
LSP11
5 ML8 

CR2 
RL 

Toprak 
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Çizelge 6.1 (Devam ) 

Cebrat vd 
(1990a)  
T. pratense 

Tohumları 
çeşme suyunda 
şişirdikten sonra 
sterilizasyon  

% 50’lik 
etanolde 2dk, 
% 70’lik 
etanolde 2dk 
ve % 4’lük 
sodyum 
hipokloritte 
10 dakika 

% 0.9 ‘luk 
Agar 

2 haftalık 2-3 
cm.’lik 
fidelerin apikal 
meristemli  2 
kotiledonlu, 
tek kotiledonlu 
ve 
kotiledonsuz 
sürgün uçları, 
2-4 mm’lik 
sürgün uçları 

22-24o C’de 
16/8 
fotoperiyot, 
düşük ışık 
yoğunluğu 
1500 lüks(19 
μEm-2 s-2) 

PC-L2 
ML2  
B5 

PC-L2 PC-L2 Toprak 

Konieczny 
(1995) 
T. nigrescens 

Tohumlar 
zımparaladıktan 
sonra 
sterilizasyon 

% 70’lik 
etanolde 1 
dakika ve % 
3’lük 
sodyum 
hipokloritte 
15 dakika 

MS 7 günlük 
fidelerin 
kotiledon ve 
hipokotilleri 

25o C’de 
16/8 
fotoperiyotta 
düşük ışık 
yoğunluğu 
700-800 
lüks( 10 
μEm-2 s-2 ) 

MS MS MS Toprak 

Bu çalışmada 
doğal tetraploid  
T. pratense 

Sterilizasyonda
n sonra steril 
zımpara ile 
zımparalama 

% 95’lik 
etanolde 1 
dakika ve % 
10’luk 
sodyum 
hipokloritte 
10 dakika 

Hormonsuz 
MS 

15 günlük 
unifoliat  
fidelerden 
apikal 
meristem, 
hipokotil, 
epikotil, 

22-24o C’de 
16/8 
fotoperiyot, 
düşük ışık 
yoğunluğu 
1500 lüks(19 

PC-L2 
MS 

PC-L2 
MS 

PC-L2 
 

Steril 
tarla 
toprağı 
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kotiledon ve 
ilk yaprak 

μEm-2 s-2) 
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Tüm bu veriler ışığında, çalışmamızla doğal tetraploid T. pratense’nin doku kültürü 

yolu ile organogeneze cevap verdiği belirlendi. In vitro koşullarda elde edilen fidelerin 

tetraploid özelliklerinin devamlılığı in vitro bitki oluşumunda bu metodun başarı ile  

uygulanabileceğini göstermektedir. Yine çalışmamızla elde edilen kallusları embriyoid 

oluşturmaya teşvik ederek, sentetik tohum üretiminin de mümkün olabileceği belirlendi. 

Doğal tetraploid T. pratense’den doku kültürü koşullarında elde edilen kalluslardan 

fitoöstrojen özellikli maddelerin üretiminin de yapılabileceği düşünülmektedir. 

Mikroçoğaltım, sentetik tohum, hücre süspansiyon kültürleri ve hatta biyoreaktör 

uygulamaları gibi gelecekte birçok araştırmaya önemli katkılar sağlayabilecek ve bu 

çalışmalara temel olacak  verileri ortaya koyduğumuz kanısındayız. 
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