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OZET

Bu tez c¢alismasinda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Meselik Kampiisii
icerisinde dogal yayilis gosteren Lotus maritimus L. tiriiniin in vitro rejenerasyon
kabiliyeti arastirillmistir. Bitkinin tohumlari in vitro kosullarda yetistirilmis ve ¢alismada
eksplant olarak sap, hipokotil, kotiledon, kok ve epikotil parcalar1 kullanilmistir. Besi yeri
olarak MS ortami, oksin ¢esidi olarak NAA ve bu oksinin 3 farkli konsantrasyonu (1, 2 ve
4 mg/l), sitokinin ¢esidi olarak kontrol, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l kinetin kombinasyonlari

kullanilmistir.

Arastirma sonuglarina gore en yliksek kallus olusum orani gosteren eksplantlar sap
ve epikotil pargalaridir. Ayrica, oksin ve sitokinin kombinasyonu olarak 1 veya 2 mg/l NAA
+ 0.5 mg/l kinetin en yiiksek kallus olusumunu vermistir. Rejenerasyon orani bakimindan
en yiiksek degerler 3.56 ve 3.20 rejenerant/kallus ile 1 mg/l NAA igeren ortamlarda kiiltiire

alinan epikotil ve hipokotil parcalarindan elde edilmistir.

Elde edilen siirglinler 1 mg/l NAA igeren 2 MS ortaminda kolaylikla
koklendirilmistir. Koklenen bu siirgiinler biiylik oranda dis ortama uyum gostermis ve

hayatta kalmislardir.

Anahtar Kelimeler: Kallus olusumu, Lotus, Rejenerasyon, Eksplant tipi, NAA, Kinetin
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SUMMARY

In this study, the in vitro regeneration ability of Lotus maritimus L. species which
shows a natural distribution in the Meselik Campus of Eskisehir Osmangazi University
was investigated. The seeds of L. maritimus were sown in vitro condition and stem,
hypocotyl, cotyledon, root and epicotyl parts were cultured on MS medium containing
different combinations of NAA concentrations (1, 2 and 4 mg/l) and cytokinin types (0, 1
mg/l BAP and 0.5 mg/l Kinetin).

According to the results of the research, the highest callus induction was obtained
from the stem and epicotyl explants at 1 or 2 mg/l NAA concentrations and 0.5 mg/Il
kinetin as cytokinin types. The highest plant regeneration values (3.56 and 3.20
regenerate/callus) were derived from the epicotyl and hypocotyl parts which were cultured
on media containing 1 mg / | NAA.

The obtained shoots were easily rooted in /2 MS medium containing 1 mg /1 NAA.

These rooted shoots have largely adapted to the external environment and survived.

Keywords: Callus induction, Lotus, Regeneration, Explant type, NAA, Kinetin
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1. GIRIS VE AMAC

Artan diinya niifusunun besin ihtiyacim1 karsilamak ig¢in sinirli olan tarim
alanlarinda dogal kaynaklari da koruyarak tarimsal iiretimin siirdiiriilebilir sekilde
artirilmasi gerekmektedir. Insan sagligmin korunmasi ve beslenmenin dengeli bir sekilde
yapilmasi i¢in hayvansal iiriinlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Hayvanciligin gelisebilmesindeki
en 6nemli etken ise kaliteli kaba yem teminidir (Colgecen, 2005). Hayvansal liretim i¢in en
ucuz kaliteli kaba yemler cayir ve meralar ile tarla bitkileri icerisinde yetistirilen yem

bitkilerinden elde edilmektedir.

Ulke hayvancilig1 i¢in en 6nemli kaba yem kaynaklarindan olan dogal cayir ve
mera alanlarimiz, yanlis uygulamalar nedeniyle bugiin 14.6 milyon ha’a kadar gerilemistir
(TUIK, 2018). Mevcut ¢ayir ve mera alanlari iizerindeki uzun yillardir siiren plansiz, asiri
ve erken otlatmalar nedeniyle bugiin bu alanlarda bitki ortiisii bozulmus, verim azalmis ve
erozyonun etkisi artmistir (Demiroglu Topgu ve Ozkan, 2017). Ayrica, hayvan varhiginin
artmastyla bu alanlar iizerindeki baski her gecen giin artmaktadir (Kusvuran vd., 2011).
Ulkemizde en 6nemli dogal kaynaklar arasinda yer alan ¢ayir ve meralarimiz uygun 1slah
metotlar1 kullanilarak 1slah edilmeli ve daha sonra ulagilan verim diizeyleri kontrollii
otlatma ile korunmalidir. Ayn1 zamanda ¢ayir ve meralarimiz {izerindeki baski tarla

bitkileri i¢erisinde yem bitkileri tariminin gelistirilmesiyle azaltilmalidir.

Ulkemizde yaygin olarak rastlanan zayif meralarda arzulanan tiirlerin oram % 25’i
gegmemekte ve bu meralarin 1slahinda otlatmanin kontrol altina alinmasi olumlu sonuglar
vermemektedir (Altin vd., 2005). Yillik yagis toplaminin 250-300 mm’den fazla, toprak ve
topografyasi yapisinin uygun oldugu bitki ortiisii zayiflamis mera alanlarinda en akilci

1slah yontemi suni mera tesis etmektir (Tosun, 1996; Altin vd., 2005).

Suni mera tesisinin bagarili olmasi i¢in tilkemizin farkli ekolojik kosullarina adapte
olmus yem bitkilerinin 1slah edilmesi ve tohumlariin iiretilmesi gerekmektedir. Yapilan

bir¢ok calisma olmasina ragmen iilkemizin farkli bolgelerine uyum saglamis ve mera tesisi



icin uygun yem bitkileri ¢esitlerinin sayis1 olduk¢a az ve bunlarin tohumlarina ulasmak da

oldukga zordur.

Ulkemizin farkli iklim kosullar1 ve toprak yapisina sahip bolgelerinde yayilis
gosteren yabani yem bitkisi tiirleri suni mera tesisi i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bu
tirler yillardir farkli stres faktorlerine karst uyum gostermis ve giliniimiize kadar
ulagmislardir. Ancak, bu tiirler i¢erisinde 1slah programlar1 dahilinde {istiin hat ve bitkilerin

belirlenerek secilmesi ve tescil edilmesi gerekmektedir.

Bu tiirlerin 1slah1 ¢ogu yabanci déllenmesi nedeniyle zor ve zaman alic1 olmaktadir.
Islah amacina uygun olan hatlarin se¢imi ve saflastirma siirecleri klasik 1slah metotlariyla
uzun yillar siirmektedir. Bu nedenle son yillarda doku kiiltiirii ve molekiiler teknikler
kullanilarak 1slah siire¢lerinin kisaltilmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Ancak doku
kiiltiirti tekniklerinin bagarili bir sekilde uygulanmasinda en biiyiik kisitlama, cins, tiir ve
genotipler arasinda rejenerasyon oraninin farklilik gostermesidir. Bir tiiriin farkl
genotipleri, in vitro kiiltiirde farkli sonuclar verebilmekte ve bu nedenle her genotip icin

uygun kiiltiir kogullarinin belirlenmesi gerekmektedir (Hatipoglu, 1995).

Suni mera tesisinde ve yem bitkileri tariminda baklagiller (Fabaceae) familyasina dahil
yem bitkilerinin kullanilmasi hayvanlara kaliteli kaba yem saglamasinin yani sira ekim nobeti
sistemlerine dahil edilerek tarimsal verimliligin siirdiiriilebilir sekilde artirilmasinda ve toprak
erozyonunun 6nlenmesinde ¢ok dnemli rol oynamaktadir. Bu familya igerisinde yer alan Lotus
cinsine ait tiirler 1hman ve nemli bolgelerdeki meralarda hayvanlara kaliteli kaba yem
saglamaktadir. Gazalboynuzu, sisirme 6zelligi olmadigi i¢in saf ve karisim halinde mera bitkisi
olarak giivenle kullanilabilir (Agikg6z, 2001). Serin ve nemli bolgelerdeki asidik ve verimsiz
topraklardaki mera tesisine uygun olduklart i¢in gazalboynuzu tiirleri bu alanlarda oncii

baklagiller olarak kabul edilir (Hatipoglu ve Avcioglu, 2009).

Lotus cinsi ve buna dahil olan tiirler Avrupa, Kuzey ve Orta Amerika, Kuzey Afrika,
Asya ve Avustralya’dan Kanarya Adalarina kadar diinyanin degisik bolgelerinde yaygin olarak
bulunmaktadir (Gengkan, 1983). Gazalboynuzu cinsinin tiim diinyaya yayilmis 125-180 tiirti
bulunur (Sokoloff ve Lock, 2005) ve bu tiirlerin ¢ogunlugu Akdeniz bolgesinde yer



alir (Hatipoglu ve Avcioglu, 2009). Lotus cinsi igerisinde Lotus corniculatus L., Lotus
tenuis Waldst. & Kit. ex Willd. ve Lotus uliginosus Schkuhr tiirlerinin tarimi yaygin olarak
yapilmaktadir (George, 2012). Diger Lotus tiirlerinin tarimsal o6zellikleriyle ilgili kisith

oranda bilgi bulunmaktadir.

Tarimi1 yaygin olmayan Lotus tiirlerinden birisi olan Lotus maritimus (Syn:
Tetragonolobus maritimus Roth, Lotus siliquosus L., Tetragonolobus prostratus Moench,
Tetragonolobus siliquosus Roth, Tetragonolobus tauricus Bunge ex Nyman) 35 cm
biiyliyebilen ve ¢icek tag yapragiyla altin sarisi ya da siilfiir renkte olan bir bitkidir (Kavak,
2014; Anonim, 2019). Canavar disi adiyla da bilinen bitki Avrupa, Afrika ve iliman Asya’da
yayilis gdstermektedir (Roskov vd., 2005). Tiirkiye’de I¢ Anadolu bélgesinde yaygin olarak
yayilis gosteren bitki, “THE TUCN Red List”’e gore asgari endise altinda tiir sinifi i¢indedir
(Bakis vd., 2011; Anonim, 2019). Bitki ¢ok yillik olup, tirmanici bir gévdeye sahip degildir ve
genellikle taslik bolge, deniz kiyisi ve kiy1 yamaglarinda yayilis gosterir (Anonim, 2019). Bu
tiir ayn1 zamanda bataklik alanlarda (genellikle tuzlu su) ve durgun havuzlarin ¢evresinde
yayilis gosterebilmektedir (Kavak, 2014). Iliman ve nemli bolgelerdeki 1slak ve tuzlu alanlarda

mera tesisi i¢in bu tiirlin degerlendirme potansiyeli bulunmaktadir.

Ulkemizin farkli bolgelerinde mera tesisi i¢in marjinal toprak kosullarina adapte olmus
iistiin cins ve tiirlerin belirlenmesi ve 1slah edilerek tarimsal iiretime kazandirilmas: biiylik
onem tagimaktadir. Doku kiiltiirii teknikleriyle klasik 1slah yontemleri desteklenmekte ve
secgilen Umitvar hatlar saf bir sekilde kisa siirede ¢ok miktarda cogaltilabilmektedir. Bu
calismada, Eskisehir’de dar alanda yayilis gosteren Lotus maritimus tiirtiniin farkli bitki

pargalar1 kullanilarak ilk defa in vitro rejenerasyon kabiliyetinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Tomes (1979), Gazalboynuzu (Lotus corniculatus) bir doku Kkiiltiiri yontemi
tanimlamigtir. Dallarin bogum bolgelerinden ve apikal siirglin ucundan 1 ay iginde kiigiik
stirgiinler gelistirmistir. Yiizey sterilizasyonunun zor oldugu durumlarda siirgiin ucu
eksplantlar1 tercih edilse bile doku kiiltiirlerinin bogum parcgalarindan daha hizli gelistigi
bildirilmistir. Kiiltlir ortamina ilave edilen benziladenin siirgiin uclarindan siirglin
olusumunu ve bogum ve siirgiin ucu kiiltiirlerinden olusan siirglin sayisin1 artirmistir. 1 ay
stireyle azaltilmis sicakliklarda (2-4 °C) Kkiiltiirlerin inkiibasyonu siirgiinlerin say1 ve
boylarinda ¢ok kiiclik bir degisiklige neden olmustur. Ayn1 zamanda diigiik sicaklikta
inkiibe edilen kiiltiirlerden biiylime odasina transfer edilmis olan bitkilerin yiiksek hayatta

kalma oranina sahip oldugu anlagilmistir.

Swanson vd. (1980), Gazalboynuzu (Lotus corniculatus cv. Leo) bitkisinde yiiksek
seviyelerde 2,4-D uygulayarak bu dozlara dayanikli hizli bityiiyen, canli, yesil kalluslar elde

etmislerdir. Elde edilen se¢ilmis popiilasyonlar siirgiin ucu kiiltiirii yoluyla ¢ogaltilmistir.

Orshinksky vd. (1983), Gazalboynuzunda, kallus kiiltiirlerinden {iretilen siirglinlerin
sayisini artiran ve bitkilerin yenilenmesi i¢in gereken siireyi azaltan bir homojenizasyon ve
kaplama teknigi tarif edilmistir. Genotipe bagli olarak kallusun grami basina elde edilmis bitki
sayisinda 2-15 katlik bir artis gdzlenmistir. ilk ciceklenme zamani, bitki basina dal sayilari,
polen boyanabilirligi, stomalarin uzunlugu ve tiim bitkinin verimi gibi 6zellikler bakimindan
homojenizeye karst homojenize olmayan kallustan elde edilen bitkiler arasinda higbir fark
olusmadig1 gosterilmistir. Teknigin uzun vadeli kiiltiirlerden bitkilerin verimli bir sekilde geri
kazanilmasi icin faydali oldugu kanitlanmis ve herbisit toleransi i¢in secilen kiiltiirlerde bitki

rejenerasyonunda 15 katlik bir artis elde edilmistir.

Ahuja vd. (1983), Lotus corniculatus L'nin fide koklerinden, hipokotillerden ve
kotiledonlarmdan enzimatik olarak protoplast izolasyonu yapmislardir. Uretilen kalluslara,
tiretken siirgiin rejenerasyonu uygulanmistir. Protoplast tiirevli dokulardan bitkilerin hizli
ve kolay sekilde elde edilmesi bu baklagil yem bitkisini genetik maniipiilasyonda deneysel

sistemler i¢in uygun hale getirmistir.



Rybczynski ve Badzian (1987), Lotus corniculatus L. fidelerinin meristematik
olmayan kok boliimlerinden bitki rejenerasyonu ile ilgili deneyleri MS ortami kullanarak
yapmiglardir. Kiiltiire edilen eksplantlarin % 90-100" yanit vermistir. Elde dilen yanit
kullanilan varyetelere gore degismistir. Tomurcuk olusumu, kallusun ara fazi olmaksizin
eksplantin proksimal ucunda meydana gelmistir. Bu durumun sukroz konsantrasyonuna da
bagli oldugu bildirilmistir. Meristematik olmayan kok boliimlerinden iiretilen

rejenerantlarin fertil oldugu ve tohum bagladigi ortaya koyulmustur.

Piccirilli vd. (1988), Lotus tenuis’te kallus indiiksiyonu ve farkli eksplantlardan
bliylime i¢in kiiltiir kosullar1 belirlenmistir. Kotiledon, kék ve hipokotillerden hizl
biiyiiyen kalluslar, sadece 2,4-D veya NAA igeren ortamlardan elde edilmistir.
Yapraklarda en iyi sonuglar, 2,4-D igeren ortamlara BAP veya kinetin ilave edilmesiyle
elde edilmistir. Bu kalluslar sadece NAA ile birlikte BAP veya kinetin varliginda
rejenerasyon ortaminda siirgiin {iretebilmistir. Protoplastlar kotiledonlardan, kéklerden ve
yapraklardan elde edilmistir, fakat sadece kotiledon ve kok protoplastlart boliinebilmistir.

Bitki rejenerasyonu, her tiirlii kallustan elde edilmistir.

Pupilli vd. (1990), Lotus pedunculatus’ta yaprak ve kotiledonlardan {iretilmis
kalluslardan ve protoplast kaynakli dokulardan bitki rejenerasyonu elde edilmistir. Kallus
indiiksiyonu i¢in 2,4-D kullanilirken, bitki rejenerasyonunda siirgiin olusumu IAA ve BA
yoluyla, siirglin biiyiimesi ise kinetin ile saglanmistir. K6k olusumu, [AA varliginda
meydana gelmistir. Kotiledon protoplastlari diisiik verimli olup araya giren bir kallus fazi

ile bitki rejenerasyonu gergeklestirilmistir.

Ozcan vd. (1993), bezelyede olgunlasmamis embriyolardan yiiksek frekansl adventif
siirgiin rejenerasyonu i¢in bir ydntem gelistirmislerdir. Uretken siirgiin rejenerasyonu, 0.5 mg/I
BAP ve 4 mg/l NAA igeren MS ortamindaki ilk kallus biiylimesinin ardindan meydana
gelmistir. Embriyonik eksene yakin olan kotiledon eksplantlari, en yiliksek rejenerasyon
potansiyeline sahipken, embriyonik eksenin varliginin adventif siirgiin rejenerasyonunu ihibe
ettigi bildirilmistir. Glimiis nitratin (AgNO3) ortama eklenmesi, rejenere edilmis filizlerin

sayisini artirirken, koklenme kapasitesini azaltmistir. Rejenere



edilmis siirgiinlerin 1 mg/l IBA iceren 2 MS ortaminda kolayca koklendigi ortaya
koyulmustur.

Vessabutr  vd. (1995), Gazalboynuzu (Lotus corniculatus L. cv. Leo)
protoplastlarindan hizli bitki rejenerasyonu i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu metod ile
saflagtirma sonrasi yiiksek verimli canli protoplastlar elde edilmistir. Saflastirmadan sonra
serada bitkiciklerin olusumuna kadar gecen siire yaklasik 2,5 ay siirmiistiir. Toprakta,
100’den fazla bitkicik bliylitiilmiistiir. Bu prosediir sonucunda, iki somoklanal varyant,

klorofil tiretimi bakimindan 1 kimerik bitki ve 1 adet albino hiicre hatt1 elde edilmistir.

Nenz vd. (1996), Lotus angussitimus L.’nin farkli bitki parcalarindan kallus
indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu i¢in kiiltiir kosullar1 belirlenmistir. Kalluslar, hipokotil,
yaprak, dal, kotiledon ve koklerden farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda 2,4-D veya
NAA igeren ortamlara BA veya kinetinin ilave edilmesiyle elde edilmistir. Sadece BA
veya kinetin ile NAA varliginda meydana gelen kalluslar siirgiin iiretmistir. Hipokotil

eksplantlardan iiretilen kalluslar, siirgiin rejenerasyonunda en etkili olmustur.

Mingzhi (1996), Lotus corniculatus L. bitkisinde kalluslar, geng bitkilerinin
saplarindan 2 mg/l 2,4-D ve 2-ip igeren MS ortaminda elde edilmistir. Taze ve yesil
kalluslardan elde edilen protoplastlar, 300 mg/l kazein hydrolizat, % 2’lik Hindistan cevizi,
% 2’lik seker, % 6 glukoz, 2 mg/L 2, 4-D, 0.5 mg/L BAP, 5 mmol/L 2- (N-morpholino )-
ethanesulfonic acid (MES) igeren modifiye KM8P, V-KM, MS ve SH ortamlarinda kiiltiir
edilmistir. Rejenere olan hiicrelerin boliinmesi ve kiicilik kallus olusumlar1 4 ortam iginde
gozlenmistir. KM8P dort ortam igerisinde en iyi olanidir. Bu ortam {izerinde koloni olusum

siklig1 % 3.4 olmustur. Kalluslardan bitkilerin olusum siklig1 % 100 diir.

Nikolic vd. (2003), Gazalboynuzu (Lotus corniculatus L.) bitkisinin Bokor
cesidinde, siirgiin rejenerasyonu ve genetik transformasyon igin etkili bir protokol
gelistirmiglerdir. Kok segmentleri {izerinden gelisen siirgiinler, Agrobacterium rhizogenes
A4M7GUS hattiyla inokiile edilmis ve 0.2 mg/l BAP iceren ortamda tiyli kokler

olusturarak siirgiinler meydana getirmislerdir.



Barbulova vd. (2005), Lotua japonicus (Regel) K. Larsen eksplantlarinda verimli
bir gen transfer metodolojisinin gelistirilmesi i¢in 6n kosul olarak dogrudan somatik
embriyogenezisin indiiklenme olasiliginin arastirilmasi gerekir. Yaprak saplari, kotiledon,
hipokotil ve sap segmentleri, farkli miktarlarda benzilaminopiirin (BAP) ve/veya
tidiazuron (TDZ) varhiginda kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon farkli eksplantlarda farkli
sekilde ger¢eklesmis ve TDZ ile daha yliksek siirgiin olusumu elde edilmistir. Thidiazuron
ayrica dolayli organogeneze dayali transformasyon-rejenerasyon prosediirii i¢inde yiiksek

oranda tekrarlanabilir slirgiin olusum orani géstermistir.

Tirichine vd. (2005), Lotus japonicus’da in vitro siirgiin rejenerasyonunun hipokotil
parcalarindan basaril1 bir sekilde gerceklestigini bildirmislerdir.

Nikolic vd. (2006), Lotus corniculatus L.’de zeatin (ZEA), izopentanil adenin (2IP),
kinetin (KIN), benziladenin (BA) ve thidiazuron (TDZ)’un tohum ¢imlenmesi, fide
stirgiinlerinin ve koklerinin uzamasi, rejenerasyon sikligi ve fide basina rejenerant sayisina
etkileri belirlenmistir. Steril tohumlar in vitro kosullarda % 3 seker, % 0.7 agar ve farkl
sitokinin dozlarinm (0, 0.08, 0.22, 0.35, 0.80, 2.20, ve 3.50 uM) igeren MS ortam1 iizerinde
kiiltiire alinmigtir. Fideler 30 giin sonra sitokinin igermeyen ortamlarda 60 giin siireyle kiiltiir
edilmistir. Tiim sitokininler optimum konsantrasyonlarda tohum ¢imlenme oranini 2 kat tesvik
etmislerdir. Bununla birlikte, TDZ ve ZEA en aktif sitokininler olup bunlar1 BA takip etmis,
oysa KIN ve 2 iP c¢imlenmeyi sadece yiiksek konsantrasyonlarda tesvik etmislerdir.
Siirgiinlerin ve koklerin uzamasi, en diisik TDZ ve BA konsantrasyonlarinda kuvvetli bir
sekilde inhibe edilirken, ZEA, KIN ve 2iP’de orta dozlarda inhibasyon gériilmiistiir. Fide
basina en yiliksek rejenerant sayisi TDZ fizerinde bulunurken, rejenererantlardan {iretilen
tohumlarin sikligi, ZEA ve BA’da en yiikksek olmustur. Sonug¢ olararak, sitokinin igeren
ortamlarda tohum Kkiiltiiriiniin, ardindan sitokinin igermeyen ortama transferi ¢ok sayida

tiniform rejenerantin hizli iiretimi i¢in uygun bir yontem oldugu belirlenmistir.

Raikar vd. (2008), Lotus corniculatus protoplastlarin izolasyonunu etkileyen gesitli
parametreler, ornegin enzim kombinasyonu, doku tipi, inkiibasyon siiresi ve ozmolarite
seviyesi arastirilmigtir. Test edilmis olan {i¢c enzim kombinasyonundan en yiiksek canli

protoplast verimi, %2 Cellulase Onozuka RS, %1 Macerozyme R-10, %0.5 Driselase ve



%0.2 Pektoliz kombinasyonu ile elde edilmistir. Daha 6nceki galismalara oranla protoplast
izolasyonu i¢in soldurulmus kotiledon dokusunun kullanilmas1 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
canli protoplast elde edilmesini saglamistir. Siirgiin rejenerasyonu ve saglam bitkiler

protoplast tiirevli hiicre kolonilerinin %46’sindan elde edilmistir.

Espasandin vd. (2010), Lotus tenius’de transgenetik bitkilerin iiretimi igin yaprak
segmentleri kullanilarak Agrobacterium araciligiyla transformasyon yapilmistir. Yaprak

segmentleri ko-kiiltivasyon sonrasi 45 giin siireyle NAA, BA, kanamisin (30 ugml ) and

cefotaxime (400 ugml ) iceren MS ortamu {izerinde kiiltiire alinmistir. Eksplantlar,

biitiin siire boyunca se¢im basincin1 korumak i¢in birka¢ kez (2 haftalik araliklarla) alt
kiiltiir edilmistir.

Nandor (2011), dogal ortaminda bulunan Lotus corniculatus L. bitkilerinin farkli
eksplantlar1 iizerinde in vitro ¢aligmalar yiirlitmiistiir. MS ortaminin 10 varyant: {izerinde
bu eksplantlar rejenerasyon kapasitelerini belirlemek amaciyla kiiltiire alinmistir. Buna
paralel olarak, sonug¢larin normal oldugunu kanitlamak i¢in yiiksek dozlarda ( 50 mg/l BA

ve 2 mg/l zeatin) fitohormon kullanilmis ve dalli rizogen kalluslar elde edilmistir.

Orcen (2013), Ege Bolgesinde, Sar1 gigekli gazalboynuzu (Lotus corniculatus L.)
bitkisine ait dogal yayilis gdsteren popiilasyonlarin 5 farkli eksplantinin (kotiledon, yaprak,
epikotil, hipokotil, apikal siirgiin ucu) rejenerasyon kapasiteleri BA igeren iki farkli besi
ortaminda (MS ve PC-L2) degerlendirilmistir. Siirgiin ucu eksplantlari, 3 mg/l BA
konsantrasyon seviyesi ve MS temel ortaminda, en iyi siirgiin olusum yiizdesini ve
maksimum siirgiin sayisint saglamistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu, 1 mg/l BA ile
desteklenmis MS {izerinde siirgiin ucu ve epikotil segmentlerinden elde edilmistir. En iyi

kok olusumu ve kok uzunlugu, 1 mg/l NAA iceren MS ortami {izerinde meydana gelmistir.

Uysal (2014), sarigigekli gazal boynuzu (Lotus corniculatus L.) bitkisinde kok
meristemleri ve kotiledon yapraklar1 kullanarak memeli cinsiyet hormonlarinin
(17Pestradiol, estron, progesteron ve testosteron) in vitro rejenerasyon iizerine etkisini
incelemistir. Bu calismada, memeli cinsiyet hormonlarimin 0, 10-4, 10-5 ve 10-6mM

dozlar1 ve bu hormonlarin ikili kombinasyonlari kullanilmigtir. Calisma sonucunda, kok



meristemlerinde herhangi bir etkilesim olmadigi, tekli hormon doz ve konsantrasyonlarinda
kotiledon yaparaklarin tamaminin 6ldigi, 6B5T, 4T6P, 5T5P, 5T6P ve 6T6P ikili hormon

kombinasyonlarinda ise ¢ok az bir kisminin rejenere oldugunu tespit etmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak, Eskisehir Osmangazi Universitesi Meselik Kampiisii
icerisinde dogal yayilis gosteren baklagiller (Fabaceae) familyasina dahil Lotus maritimus
L. tiiri kullanilmistir. Bu tiir ¢ok yillik olup, taslik alanlar ve denizin kiy1 yamaclarinda
goriiliir (Anonim, 2019). Heyn (1970)’e gore, bitki govdesi yiikselen 6zellikte olup 10-35
cm boyunda, seyrek veya yogun tiiylerle kaplidir (Sekil 3.1). Yaprakgiklar kiliat, asimetrik

ve apikulattir (Sekil 3.2). Cigekleri tektir ve korolla altin saris1 ya da siilfiir renklidir (Sekil
3.3). Meyveleri hafif diiz ve 4 kisa membran6z kanathidir (Sekil 3.4).

Sekil 3.2. L. maritimus tiiriiniin yaprak goriiniimi



Sekil 3.4. L. maritimus tiiriiniin meyve goriniimii

3.2. Yontem

Bu tez ¢alismas1 Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

11
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3.2.1. Donor bitkiler icin tohum eldesi

2016-2017 yillar1 arasinda dogal yayilis alanindan toplanan meyveler kurutularak
tohumlari elle ¢ikarilmistir. Daha sonra bu tohumlar in vitro ¢alismalarda kullanilincaya

kadar + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Deneme plani

Bu c¢alismada, L. maritimus tiirline ait sap, epikotil, hipokotil, kok ve kotiledon
eksplantlari, temel besi yeri olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami, oksin ¢esidi
olarak NAA (1-Naphthaleneacetic acid) ve bu oksinin 3 farkli konsantrasyonu (1, 2 ve 4
mg/1), sitokinin ¢esidi olarak kontrol, 1 mg/l BAP (6-Benzylaminopurine) ve 0.5 mg/I

kinetin (6-Furfurylaminopurine) kullanilmistir.

Arastirma tesadiif parsellerinde 3 faktorli olarak diizenlenmistir. Birinci faktor;
eksplant cesitleri; ikinci faktor; oksin konsantrasyonlar1 ve iiglincli faktorii de sitokinin

cesitleri olusturmustur. Her uygulama kombinasyonu ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.3. Besi ortamu ve icerigi

Arastirmada besi yeri olarak MS (Murashige ve Skoog 1962) kullanilmistir. MS
besi ortaminin igerigi Cizelge 3.1°de verilmis olup birim hacimde olmasi gereken

maddelerin miktarlar diisiik oldugu igin stok soliisyonlar hazirlanmistir (Hatipoglu, 1995).



Cizelge 3.1. MS besi ortaminin igeriginde bulunan komponentler

13

Makro elementler (Stok soliisyon I) Konsantrasyonlar (mg/l)

KNOs
NH:NOs
MgS0O.4.7H:0
CaClz 2H:0
KHzPO4

Mikro elementler (Stok soliisyon IT)

MnSOas. 4H-0
Kl

HsBO:s

ZnS0a. 7H20
CuSO:s. 5H:0
Na:MoO.. 2H:0
CoCl.. 6H:=0

Demir selatlar1 (Stok soliisyon IIT)

FeSO.. 7H20
Na:EDTA

Vitaminler (Stok soliisyon IV)

Nikotinik asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI
Myo-inositol
Glisin
Sakkaroz (gr)
Agar (gr)

pH

1900
1650
370
440
170

22.3
0.83
6.2
8.6
0.025
0.25
0.025

27.8
37.3

05

0.5

0.1
100
2.0

30

6-8
5.6-5.8

3.2.3.1. Stok soliisyon I (Makro elementler) ve stok soliisyon II (Mikro elementler)

cozeltilerinin hazirlanmasi

Stok soliisyon I icin MS besi ortaminin igeriginde bulunmasi gereken makro

elementlerin 20 kati hassas terazide tartilmis ve 500 ml saf su igerisinde ¢oziilerek 1000

litreye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 50 ml plastik siselerde kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edilmistir. Stok soliisyon II i¢in de mikro elementlerin MS ortami igin gerekli

miktarlarinin 200 kat1 tartilmig ve ayni sekilde 1000 ml igerisinde ¢oziilerek 500 ml’lik iki

ayri1 siseye koyulmus ve + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Stok soliisyon I1I (Demir selatlari) cozeltisinin hazirlanmasi

Babaoglu vd. (2001)’e gore 7.45 gr Na2EDTA ve 5.57 gr FeSO4 350 ml saf su igeren

ayr1 kaplarda hafifge 1sitilarak ve karistirilarak eritilmistir. Daha sonra her iki soliisyon
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karigtirllmis ve 1 litreye tamamlanarak otoklavda steril edilmistir. Koyu altin renkte olan

bu soliisyon 500 ml’lik koyu renkli pyrex sise i¢inde + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.3. Stok soliisyon 1V (Vitaminler) cozeltisinin hazirlanmasi

MS besi ortaminda bulunmasi gereken vitaminlerin 200 kat1 hassas terazide tartilmis ve

1000 ml’ye tamamlanarak 500 ml’lik 2 ayr1 sisede +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.4. Oksin ve sitokinin hormonlarina ait stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Besi ortaminda kullanilan oksin ve sitokininler i¢in uygun ¢oziicii ve seyreltme
ortamlari, siv1 olarak depolama kosullar1 ve sterilizasyon sartlariyla ilgili bilgiler

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Oksin ve sitokininlere ait ¢6ziicii ve seyreltme ortamlari, sivi olarak depolama
kosullar1 ve siterilizasyon sartlari

Oksin Coziicti Seyreltme Sivi depolama  Sterilizasyon sartlar1
¢esidi ortami ortami kosullar1
NAA 1 N Safsu 2-8°C Otoklavlanabilir
NaOH
BAP 1 N Safsu 2-8 °C Otoklavlanabilir.  Ancak, baz1  ozelliklerini
NaOH kaybetme riskinden dolay filtre siterilizasyonu
Onerilmektedir.
Kinetin 1 N Safsu -0 °C Otoklavlanabilir.  Ancak, baz1  ozelliklerini
NaOH kaybetme riskinden dolay filtre siterilizasyonu
Onerilmektedir.

Kaynak:https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/growth-regulators.html.
Bu biiyiime diizenleyicilerin 50 mg’1 ilk olarak birka¢ damla 1 N NaOH igerisinde
coziildiikten sonra hacim saf su ile 50 ml’ye tamamlanmis ve her bir hormon i¢in uygun

depolama kosullarinda muhafaza edilmistir (Tablo 3.2).

3.2.3.5. Stok cozeltileri kullanarak besi ortaminin hazirlanmasi

Bhojwani ve Razdan (1996)’a gore 1 litre besi ortami hazirlamak igin stok soliisyonu I
(20x)’den 50 ml, stok soliisyonu Il (200x)’den 5 ml, stok soliisyonu III (200x)’den 5 ml ve
stok soliisyonu IV (200x)’den 5 ml olmak iizere gerekli miktarlar 1 litrelik beher igesine

yerlestirilmistir. Seker kaynagi olarak sakkarozdan 30 g/l tartilmis ve biiylime diizenleyici


https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/growth-regulators.html

15

hormonlarin gerekli miktarlar1 ilave edildikten sonra karigimin hacmi 800 ml’ye
tamamlanmistir. Karisimim pH degeri 1 N NaOH ve 1 N HCI c¢ozeltilerinin yardimiyla
5.8’e¢ ayarlanmistir. Cozelti 1000 ml’ye tamamlanarak 500 ml’lik iki esit parcaya
boliinmiis ve her siseye 3.25 g agar ilave edilmistir. Siseler i¢indeki karisim otoklavda 121
°C’de ve 1.2 bar basing altinda 20 dakika siire ile sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
karisimin sicakligir 40-50 °C’ye diistiiglinde steril petri kaplari igerisine dokiilmiistiir. Petri
kaplarindaki ortamlarin katilagsmasindan sonra kapaklar1 stre¢ film ile kaplanarak

kullanincaya kadar + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Tohumlarin sterilizasyonu, cimlendirilmesi ve eksplantlarin kiiltiire alinmasi

L. maritimus tiiriiniin tohumlar1 sert kabuklu oldugu i¢in ilk olarak zimparalama
islemi yapilmustir. Sterilizasyon isleminde ilk olarak tohumlar % 70’lik alkol igerisinde 1
dakika bekletilmis ve ardindan 3-4 kez steril saf su ile durulanmistir. Daha sonra % 25’lik
ticari ¢amasir suyunda (Sodyum hipoklorit oram1 en az % 4.6) 25 dakika yiizey
sterilizasyonu yapilmustir. Tekrar 3-4 kez steril saf su ile durulanan tohumlar %2 MS ortami

iceren biiyiitme siselerine ekilmistir.

Bu biiyiitme siselerinde ¢imlenen tohumlar eksplant eldesi i¢in 25 °C sicaklikta, %
60 nem oraninda ve 12 bin lix 151k altinda iklim dolabinda kiiltiire alinmistir. Bitkilerin
cimlenmesini takiben 10 giin icerisinde kotiledon yapraklar, epikotil, hipokotil ve kok
eksplantlar1 ve 30 giin igerisinde de sap eksplantlar1 kesilerek besi ortamina aktarilmastir.
Her kiiltiir kabina 5 adet eksplant yerlestirilmis ve iklim dolabinin kiiltiir kosullar1 dondr

bitkilerin yetistirme kosullarinda oldugu gibi ayarlanmustir.

3.2.5. Kallus indiiksiyonu

Besi ortamina yerlestirilen eksplantlar karanlik kosullarda kiiltiir baglangicindan 20-
30 giin sonra kallus olusum fazi sonra erdiginde degerlendirilmistir. Her petri kutusunda
kallus olusturan eksplantlar sayilarak petri basina kallus olusturma orani yilizde olarak

kaydedilmistir.
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3.2.6. Bitki rejenerasyonu

Kallus olusumu gerceklestikten sonra kiiltlirler 10-15 giin siireyle 1s1ikli ortama
almmastir. Yeterince bliyliyen siirgiinlerin her uygulama i¢in sayimi yapilmis ve kallus

basina olusan rejenerant olarak rejenerasyon orani hesaplanmastir.

3.2.7. Rejenere olan bitkiciklerin koklendirilmesi ve saksilara aktarilmasi

Rejenere olan sirgiinler igerisinde 2 MS ortami olan biyiitme siselerine
aktarilmistir. Bu ortamda 25-30 giin siireyle kiiltiire aliman bitkicikler kolaylikla kok
meydana getirmistir. Daha sonra bu siselerden ¢ikartilan bitkilerin kokleri ¢gesme suyuyla
yikanmis ve igerisinde toprak, torf ve vermikulit (2:1:1) olan saksilara aktarilmistir.

Saksilara aktarilan bitkiler basarili sekilde dis ortama alistirilmastir.

3.2.8. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri

Aragtirma sonucunda elde edilen veriler tesadiif parsellerinde 3 faktorlii deneme
desenine gore SPSS 16.0 paket programi ile varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans
analizi uygulanmadan o6nce, kallus indiiksiyon orani degerlerine Arcsin  Vx
transformasyonu uygulanmistir. Varyans analizi sonucu 6nemli ¢ikan interaksiyonlar

MSTAT-C istatistik programi kullanilarak harflendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kallus olusumu

Kiiltiir ortamina yerlestirilen tiim eksplant tipleri kiiltiir baslangicindan 20-30 giin
sonra sismeye baglamig ve kesim yerlerinden kallus olusumlart gézlenmistir. Ancak farklt
eksplantlar farkli tipte kalluslar meydana getirmistir. Bitki saplarindan sert ve kompakt
kalluslar meydana gelmistir (Sekil 4.1). Kotiledon, hipokotil ve epikotil eksplantlarindan
ise hem sert hem de sulu yumusak yapida kalluslar olusmustur (Sekil 4.2). Kok
parcalarinda sismeler ve bogumlanmalarin ardindan kallus dokusu olugmus, ancak bu yap1

hizli bir sekilde kahverengiye donmiistiir (Sekil 4.3).

Sekil 4.1. L. maritimus bitkisinin sap eksplantlarindan meydana gelen kalluslar
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Sekil 4.3. L. maritimus bitkisinin kok eksplantlarindan meydana gelen kalluslar

4.1.1. Kallus olusum orani

Ug farkl1 oksin ve sitokinin konsantrasyonu ve bunlarm kombinasyonlarini igeren
MS ortaminda kiiltiire alinan L. maritimus tiiriiniin bes farkli eksplantinin kallus olusturma
oranlarina ait verilere yapilan varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Analiz

sonuglarina gore L. maritimus tiirtinde kallus olusum orani; eksplant tipi, oksin
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konsantrasyonu, eksplant tipi x oksin konsantrasyonu, sitokinin ¢esidi, eksplant tipi x
sitokinin gesidi, oksin konsantrasyonu x sitokinin g¢esidi ve eksplant tipi x oksin

konsantrasyonu x sitokinin ¢esidi interaksiyonlarindan 6nemli derecede etkilenmistir.

Cizelge 4.1. L. maritimus tiirtinde, farkli oksin konsantrasyonu ve sitokinin ¢esitleriyle
farkli eksplant tiplerinden elde edilen kallus olusum oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi ~ Kareler Toplami Kareler Ortalamasi F Degeri
Eksplant tipi (A) 4 5133 1283 7.79%*
Oksin konsantrasyonu (B) 2 21101 10550 64.10**
AxB 8 10151 1268 7.71%*
Sitokinin ¢esidi (C) 2 122273 61136 371.45**
AxC 8 16319 2039 12.39**
BxC 4 4481 1120 6.80**
AxBxC 16 16106 1006 6.11**
Hata 89 14648 164

Genel 133 210212

*p<0.05 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak 6nemli
*#p<0.01 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak dnemli

4.1.2. Eksplantin etkisi

Arastirmada kullanilan farkli eksplant tiplerinde meydana gelen kallus olusum
oranlart Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu cizelgeye gore kallus olusum oranlar1 eksplant
tiplerine gore % 46.66 ile % 66.15 araliginda degisim gostermistir. En yiiksek kallus
olusum orani sap eksplantlarindan elde edilirken, en diisiik degerler kok pargalarinda tespit
edilmistir. Sap (% 66.15) ve epikotil (% 61.48) eksplantlarindan olusan kallus oranlari

arasinda istatistiki olarak bir fark meydana gelmemistir.

Cizelge 4.2. L. maritimus tiiriiniin farkli eksplant tiplerinde ortalama kallus olusum oranlari

(%)
Eksplant tipi Kallus olusum Orani
Sap 66.15
(58.13) a*
Epikotil 61.48
(54.14) a
Hipokaotil 52.59
(45.50) »
Kok 46.66
(41.88) v
Kotiledon 50.37
(44.69) b

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel
olarak farkli degildir.
+Ac1 degerleri
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Nenz vd. (1996)’nin Lotus angustissimus tiirliniin farkli eksplantlartyla (sap,
yaprak, kok, kotiledon ve hipokotil) yaptiklari rejenerasyon caligsmasinda, en iyi kallus
olusum oraninin hipokotil eksplantindan elde edildigi bildirmislerdir. Handberg ve
Stougaard (1992)’1n yaptiklari ¢alismada ise; Lotus japonicus tiiriinde 0.2 ug/ml BAP ilave
edilmig MS ortamindan en yiiksek kallus olusum orani hipokotil eksplantindan meydana
gelmistir. Akashi vd. (1998)’nin bildirdigine gére Lotus corniculatus tiiriiniin hipokotil ve
kotiledon eksplantlarinin B5 ortamimnda BAP ve NAA’nin farkli kombinasyonlariyla
kiiltiire alinmast durumunda kotiledon eksplantlarinin embriyonik kalluslar {iretmistir.
Piccirilli vd. (1988), Lotus tenuis Wald & Kit. tiiriinde yaprak pargalarinin benzer sonuglar
veren kotiledon, kok ve hipokotil eksplantlarina gére daha yiiksek kallus olusum oranlarina

sahip oldugunu bildirmislerdir.

Farkli Lotus tiirlerinde farkli eksplantlarin kallus meydana getirme oranlar1 farklilik
gostermektedir. Aynu tiir igerisindeki popiilasyonlarin bile genetik yapilarindaki farkliliktan

dolay1 in vitro rejenerasyon tepkileri farkli olabilmektedir.

4.1.3. Oksin konsantrasyonu ve eksplant tipi x oksin konsantrasyon etkisi

Arastirma sonuglarina gore oksin konsantrasyonunun kallus olusum oranina etkisi
onemli derecede farklilik gostermistir (Cizelge 4.3). Oksin konsantrasyon degerlerine bagl
olarak kallus olusum oranlar1 % 67.55 ile % 35.55 arasinda degismistir. En yiiksek kallus
olusum orant 2 mg/l oksin konsantrasyonundan elde edilirken, bu deger 1 mg/l
konsantrasyonunda tespit edilen % 63.18’lik kallus olusum oraniyla istatistiki olarak bir
farklilik olusturmamistir. Oksin konsantrasyonunun artmasiyla kallus olusum orani da

onemli derecede azalmistir.

Pupilli vd. (1990), Lotus pedunculatus Cav. tiiriinde 2,4-D yerine IAA veya NAA
kullandiklarinda kallus olusumunun gerceklesmedigini bildirmislerdir. Ayni1 arastirmacilar
caligmamiza benzer sekilde 2,4-D’nin 2 mg/l iizerindeki dozlarinda kallus olusum oraninin
azaldigini tespit etmislerdir. Piccirilli vd. (1988)’nin L. tenuis tiiriinde yaptiklar1 ¢calismada
calisgmamiza benzer sekilde diisiik NAA konsantrasyonlarmin kallus olusumunda daha

etkili oldugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 4.3. Farkli oksin konsantrasyonlarinin ortalama kallus olusum oranina etkisi

Oksin konsantrasyonu (mg/l) Kallus olusum orani (%)
1 L 0318 an

(55.67)
2 67.55

a

(59.56)
4 35.55 b

(31.33)

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0.05 hata sinirlari i¢inde istatistiksel olarak
farkli degildir.
+Ac1 degerleri

Aragtirma  bulgularma  gore farkli  eksplant tiplerinin  farkli  oksin
konsantrasyonlarinda ortalama kallus olusum oranina etkisi onemli derecede farklilik
gostermistir (Cizelge 4.4). En yiiksek kallus olusum oranm1 % 86.66 ile sap eksplantinda
tespit edilirken, en diislik kallus olusum oran1 % 6.66 ile kok eksplantinda belirlenmistir.
Pupilli vd. (1990)’nin L. pedunculatus tiiriinde yaprak ve kotiledon eksplantlarini
kullanarak yaptiklari ¢alismada; en yiiksek kallus olusum orani 2 mg/l 2,4-D + 0.25 mg/I
kinetin igeren ortamda yaprak eksplantinin kiiltiire alinmasiyla elde edilmistir. Nenz vd.
(1996), L. angustissimus tiirlinde en iyi kallus olusumunun 2,4-D’nin 1 ve 2 mg/l
konsantrasyonunu igeren kiiltiir ortaminda yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasi sonucu
olustugunu bildirmislerdir. Handberg ve Stougaard, (1992)’a gore L. corniculatus tiiriinde
hipokotil, kotiledon, yaprak ve kok eksplantlart 1 ila 3 mg/1’lik esit oranda 2,4-D ve kinetin

iceren ortamda kiiltiire alindiginda iyi bir kallus biiylimesi ger¢eklesmistir.

Cizelge 4.4. Farkli eksplant tiplerinin farkli oksin konsantrasyonlarinda ortalama
kallus olusum oranina etkisi (%)

Eksplant tipleri Oksinler konsantrasyonlart (mg/1)

1 2 4
Sap + 72.50 86.66 40.00
(62.30)°* (76.92)2 (35.64)"€
Epikotil 64.44 60.00 60.00
(57.04)"C (52.68)°C (52.68)C
Hipokotil 60.00 60.00 37.77
(52.68)"C (52.68)°C (32.68)°
Kok 66.66 66.66 6.66
(60.00)°C (60.00)°C (5.64)"
Kotiledon 53.33 64.44 3333
@7.00) (57.04)°¢ (30.00)°

* Ayni siitunda benzer harfle gosterilen eksplant tipi x oksin konsantrasyonu interaksiyonu ortalamalari
Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak farkli degildir. +A¢1 degerleri (Lsd:13.18)
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4.1.4. Stokinin cesidi, eksplant tipi x sitokinin cesidi, oksin konsantrasyonu X sitokinin
cesidi ve eksplant tipi X oksin konsantrasyonu X sitokinin ¢esidi etkisi

Sitokinin ¢esitlerinin ortalama kallus olusum oranina etkisi onemli derecede
farklilik gostermistir (Cizelge 4.5). En yiiksek kallus olusum orani % 84.54 ile ortama 0.5
mg/l kinetin ilave edildigi zaman elde edilmistir. Bununla birlikte, ortama 1 mg/l BAP
ilave edilmesi kallus olusum oranini olumsuz etkilemistir. Nenz vd. (1996) ve Handberg ve
Stougaard (1992)’in yaptiklar1 c¢alismalarda; esit oranlarda 2,4-D ve kinetin igeren
ortamlarin etkili bir kallus olusumu sagladigi bildirilmistir. Pupilli vd. (1990)’e¢ gore
kinetin, 2 iP ve zeatine gore kallus olusumunda daha etkilidir. Ayn1 arastiricilar, ortamda

BAP bulunmasi durumunda 3 hafta i¢inde eksplantlarin 6ldiigiinii bildirmislerdir.

Cizelge 4.5. Farkl1 sitokinin ¢esitlerinin ortalama kallus olusum oranina etkisi (%)

Sitokinin gesitleri Kallus olusum orani
Kontrol (0 mg/l) 74.66
+ p=~
(65.50)
BAP (1 mg/l) 7.55
(6.51) ¢
Kinetin (0.5 mg/l) 84.54
qa0n®

*Bve'nz'er harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0.05 hata sinirlar1 iginde istatistiksel olarak farkli
iig;}(iilgéerleri

L. maritimus tiiriinde farkli eksplant tiplerine gore kullanilan farkli sitokinin
cesitleri kallus olusum orani {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olmustur. Kallus olusum
oranlar1 % 0 ile 100 arasinda degisiklik gostermistir. En yliksek kallus olusum oranlari
ortama kinetin ilave edildiginde epikotil ve kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindig1
ortamlarda kaydedilmistir. Bu degerler ile kontrol grubunda sap eksplantlarindan elde
edilen kallus olusum oranlar1 arasinda istatistiki olarak bir fark olugsmamistir. En diisiik
kallus olusum oranlar1 ise ortama BAP ilave edilmesi durumunda epikotil, hipokotil, kok
ve kotiledon eksplantlarinda gozlenmistir. Ortama BAP ilave edilmesi sap eksplantlari

disinda diger eksplantlardan kallus olusumunu engellemistir.

Piccirilli vd. (1988)’nin tespitine gore L. tenuis’in kotiledon, kok ve hipokotil

eksplantlarindan kallus olusumunda BAP’1n ortama ilave edilmesi kallus olusumunu



engellemistir. Ancak, 2 mg/l 2,4-D ile birlikte BAP’1n ilave edildigi ortamda yaprak

eksplantlarinin kiiltiire alinmasi sonucu kallus olusumu artmistir.

Cizelge 4.6. Farkl1 eksplant tiplerinin farkl: sitokinin ¢esitlerinde ortalama kallus olusum
oranina etkisi (%)
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Eksplant tipleri Stokinin gesitleri
Kontrol (0 mg/l) BAP (1 mg/l) Kinetin (0.5 mg/)
Sap N 91.11a0 3777 o 70.00C
(81.28) * (32.56) (60.85)
Epikotil 84.44 0.00 100.0
(72.42)DC (0.00)T (90.00)a
Hipokaotil 73.33 0.00 84.44
(64.09)C (0.00)T (72.42)DC
Kok 73.33 0.00 66.66
(65.64)C (0.00)T (60.00)C
Kotiledon 51.11 0.00 100.0
(44.09)0 (0.00)T (90.00)a

* Ayni sititunda benzer harfle gosterilen eksplant tipi x sitokinin ¢esitleri interaksiyonu ortalamalar1 Duncan
testine gore p<0.05 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir. +Ac1 degerleri (Lsd:11.38)

Oksin konsantrasyonu X sitokinin ¢esitleri interaksiyonun kallus olusum oranina

etkisi onemli derecede farklilik gostermistir (Cizelge 4.7). En yiiksek kallus olusum orani

% 97.33 ile 2 mg/l NAA ve 0.5 mg/l Kkinetin ilave edilmis besi ortamlarinda kaydedilmistir.

Bu deger ile 1 mg/l NAA+0.5 mg/] kinetin ve saf olarak 2 mg/l NAA igeren ortamlardan

elde edilen degerler arasinda istatistiki olarak bir fark olusmamustir. Ote yandan 4 mg/l

NAA+1 mg/l BAP igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlar {izerinde hi¢ kallus

olusumu gézlenmemistir.

Piccirilli vd. (1988)’e gore L. tenuis tiirinde NAA igeren ortama BAP ve Kinetin

ilave edilmesi genellikle kallus olusumunu engellemistir.

Cizelge 4.7. Farkli sitokinin ¢esitlerinin farkli oksin konsantrasyonlarinda ortalama kallus

olusum oranina etkisi (%)

Oksin konsantrasyonlar1 (mg/1) Stokinin gesitleri
Kontrol (0 mg/l) BAP (1 mg/l) Kinetin (0.5 mg/)

1 + 84.00 o~ 10.66e 97.14 a

(73.45) (9.38) (86.20)

2 93.33 12.00 97.33
(82.07)a0 (10.15)e (86.45)a

4 46.66 0.00 60.00
d f c

(40.99) (0.00) (52.99)

* Ayni siitunda benzer harfle gosterilen oksin konsantrasyonlar1 x sitokinin ¢esitleri interaksiyonu
ortalamalar1 Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.
+Ag1 degerleri (Lsd:8.813)
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Farkli oksin konsantrasyonlar1 ve sitokinin ¢esitlerini iceren ortamlarda Kkiiltiire
alinan L. maritimus tiiriine ait farkli eksplant tiplerinin tizerinde meydana gelen ortalama
kallus olusum oranlar1 arasinda farklar istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.8).
En yiiksek kallus olusum oranlari; sap eksplantinda 2 mg/l NAA ve 2 mg/l NAA+0.5 mg/I
kinetin, epikotil eksplantinda 1, 2 ve 4 mg/l NAA dozlarinin 0.5 mg/l kinetin ile tim
kombinasyonlari, hipokotilde 1 mg/l NAA+0.5 mg/l kinetin, kékde 1 ve 2 mg/l NAA ile
0.5 mg/l kinetin ve kotiledonda ise 1, 2 ve 4 mg/l1+0.5 mg/l kinetin ile tim
kombinasyonlarindan elde edilmistir. En diisiik kallus olusum oranlar1 ise sap eksplantinin
1 ve 2 mg/l NAA + 1 mg/l BAP igeren kombinasyonlar1 hari¢ 1 mg/l BAP ilave edilen tiim

ortam kombinasyonlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda gézlenmistir.

Nenz vd. (1996), esit oranlarda (1:1) 2,4-D ve kinetin igeren ortamlarin hipokotil,
kok, yaprak, sap, kok ve kotiledon eksplantlarinda etkili bir kallus olusumu sagladigini
bildirmislerdir. Pupilli vd. (1990)’nin bildirdigine goére L. pedunculatus tiirtinde 2 mg/1 2,4-
D+0.25 mg/I kinetin iceren ortamlarda kiiltiire alinan yaprak ve kotiledon eksplantlarindan
en ytiiksek kallus olusumu meydana gelmistir. Ayrica bu ¢alismada ortama 2,4-D ve NAA
varliginda BAP ilave edilmesiyle g¢alismamiza benzer sekilde kallus olusmamistir.
Calismamizda L. maritimus tiiriiniin bir¢ok eksplantinda basarili kallus olusumu meydana
getiren NAA, bu ¢alismada 2,4-D yerine kullanildiginda tiim sitokinin (kinetin, 2iP, zeatin
ve BAP) kombinasyonlariyla birlikte yaprak ve kotiledon eksplantlarindan kallus
olusturmamuistir. Piccirilli vd. (1988), kotiledon, kdk ve hipokotil eksplantlarinda 2,4-D ve
NAA oksinlerinin tek basina kullanildiklarinda kallus olusumu bakimindan esit degerler
olusturdugunu tespit etmislerdir. Kallus olusumu agisindan 2,4-D’nin  farkli
konsatrasyonlar1 arasinda fark olugmazken, bulgularimiza destekler nitelikte NAA’in
diistik konsantrasyonlarda (1 mg/l) daha etkili oldugu belirtilmistir. Bahsi gegen
eksplantlarda NAA iceren ortama BAP veya kinetin ilave edilmesi hipokotil eksplanti
disindan kallus olusumu olumlu yonde etkilememistir. NAA ve kinetinin esit oranda (1:1)

kullanildig1 durumda hipokotillerden tatmin edici bir kallus olusumu saglanmaistir.
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Cizelge 4.8. Farkli oksin konsantrasyonlar1 ve sitokinin ¢esitlerinin
farkli eksplant tiplerinde kallus olusum oranina etkisi (%)

Sitokinin gesidi
Eksplant tipi Oksin konsantrasyonu Kontrol (0 mg/l) BAP (1 mg/l) Kinetin (0.5 mg/l)
(mg/l)
Sap 1 86.66 53.33 80.00
(76.92%°C (46.92)°9 63.43)°7
2 100.0 60.00_ 100.0
(90.00)% (50.76)0 9 (90.00)
4 86.00 0.00 3333
(76.92) (0.00)" 30.00)2
Epikotil 1 93.33 0.00 100.0
81.19)%° 0.00)" (90.00)2
2 80.00 0.00 100.0
(68.06)% ¢ (0.00)" (90.00)2
4 80.05) e 0.00 100.0a
(68.06) (0.00)" (90.00)
Hipokotil 1 80.00 0.00 100.0
(68.062°° 0.00)" (90.00)2
2 93.33 0.00 86.66_
81.19)%° (0.00)" (722940
4 46.6(% 0.00 66.68 :
3079 (0.00)" (54.99)
Kok 1 100.0 0.00 100.0
(90.00)2 0.00)" (90.00)2
2 100.0 0.00 100.0
(90.00)2 (0.00)" (90.00)2
4 20.0% 0.00 0.00
(1692) (0.00)" 0.00)"
Kotiledon 1 60.00 0.00 100.0
1149 (0.00)" (90.00)2
2 93.33 0.00 100.0
8114 %° (0.00)" (90.00)2
4 0.00 0.00 100.0
(0.00)" (0.00)" (90.00)%

* Ayni siitunda benzer harfle gosterilen eksplant tipi x oksin konsantrasyonlar1 x sitokinin gesitleri
interaksiyonu ortalamalar1 Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlar1 iginde istatistiksel olarak
farkli degildir. +Ag1 degerleri (Lsd:19.71)

4.2. Bitki rejenerasyonu

Karanlik kosullarda yaklasik 3-4 hafta icerisinde meydana gelen kalluslar tizerinde
ayni zamanda siirgiinler olusmustur. Bu kiiltiirlerin 151kl1 ortama alinmasindan 2 hafta sonra
klorofil olusumu gergeklesmistir (Sekil 4.4). Sap eksplantlar1 iizerinde meydana gelen
stirgiinler kok olusturmazken, kotiledon, hipokotil ve epikotil eksplantlarindan olusan
stirgiinlerde ayn1 zamanda koklerde goriilmiistiir (Sekil 4.5). Koklenmeyen siirgiinler 1 mg/1
NAA iceren 2 MS ortaminda kolayliklar koklendirilmistir (Sekil 4.6). Koklenmis veya

koklendirilmis siirgiinler kiiltiir baglangicindan 8-9 hafta sonra saksilara aktarilmistir (Sekil
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4.7). Kiiltiirlerin biliylik cogunlugu kolaylikla dis ortama alistirilmig ve gii¢lii bir

gelisme gostermistir.

Sekil 4.4. Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra 151kl1 kosullarda epikotil eksplantlarindan
meydana gelen bitkicikler

Sekil 4.5. Kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra A) sap eksplantlarindan meydana gelen ve kok
olusturmayan stirgiinler, B) hipokotil eksplantlarindan meydana gelen koklii stirgtinler
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Sekil 4.6. 2 mg/l NAA+0.5 mg/l kinetin igeren ortamlarda kiiltiire alinan sap
eksplantlarindan meydana gelen koksiiz siirgiinlerin 1 mg/l NAA igeren 2 MS ortaminda
koklendirilmesi

Sekil 4.7. 1 mg/l NAA+0.5 mg/1 kinetin i¢eren ortamlarda kiiltiire alinan
epikotil eksplantlarindan meydana gelen bitkilerin dis ortama alistirilmasi
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4.2.1. Rejenerasyon orani

Ucg farkli oksin konsantrasyonu ve sitokinin cesidini iceren MS ortaminda kiiltiire
alinan L. maritimus tiirene ait bes farkli eksplanttan meydana gelen rejenerasyon oranina
yapilan varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.9°da verilmistir. Cizelge’ye gore rejenerasyon
orani lizerinde eksplant tipi, oksin konsantrasyonu, eksplant tipi x oksin konsantrasyonu,
sitokinin ¢esidi, eksplant tipi X sitokinin ¢esidi ve eksplant tipi x oksin konsantrasyonu X

sitokinin ¢esidi interaksiyonlarinin etkileri dnemli bulunmustur.

Cizelge 4.9. L. maritimus tiiriinde, farkli oksin konsantrasyonu ve sitokinin gesitleriyle farkli
eksplant tiplerinden elde edilen kallus basina siirgiin sayisina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Derecesi  Kareler Toplam Kareler Ortalamasi F Degeri
Eksplant tipi (A) 4 30 8 17.46%*
Oksin konsantrasyonu (B) 2 17 8 19.26**
AxB 8 14 2 3.93**
Sitokinin ¢esidi (C) 2 9 5 10.51**
AxC 8 25 3 7.39**
BxC 4 2 0.6 1.37
AxBxC 16 31 2 4.48**
Hata 89 38 0.4

Genel 133 166

*p<0.05 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak 6nemli
*#p<0.01 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak dnemli

4.2.1.1. Eksplantin etkisi

Calismada kullanilan farkli eksplant tiplerine gore meydana gelen rejenerasyon
oranlar1 Cizelge 4.10’da verilmistir. Bu ¢izelgeye gore rejenerasyon oranlar1 0 ile 1.16
rejenerant/kallus arasinda degismistir. En yiiksek rejenerasyon orani sap eksplantlarindan elde
edilirken, bu deger ile epikotil ve hipokotil eksplantlarindan meydana gelen rejenerasyon
oranlar1 arasinda istatistiki olarak bir fark olugsmamustir. Diger taraftan kok eksplantlarindan
hi¢ rejenerasyon meydana gelmemistir. Piccirilli vd. (1988), L. tenuis tiiriinde yaptiklari
calismada yapraklardan %30, kotiledon ve hipokotillerden % 16 ve kdoklerden ise % 4
oraninda rejenerasyon saglandigini bildirmislerdir. Nenz vd. (1996)’nin L. angustissimus
tiirtinde en hizli rejenerasyonun hipokotillerden daha sonra sirasiyla kotiledon, kok, sap ve
yapraklardan meydana geldigi tespit edilmistir. Orcen (2013), L. corniculatus iizerinde
yaptig1 calismada en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun siirgiin u¢larindan elde edildigini

belirlemistir. Bu ¢alismada en iyi rejenerasyon oranina sahip ikinci
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eksplant epikotildir. Espasandin vd. (2010), L. tenuis’in en iyi siirgiin olusumunu yaprak
eksplantlarindan yaptigin1 bildirmislerdir.

Cizelge 4.10. L. maritimus tiirtiniin farkli eksplant tiplerinde ortalama rejenerasyon oranlari
(rejenerant/kallus)

Eksplant tipi Rejenerasyon orani (adet)
SG[J J..J.OaW

Epikotil 0.84%

Hipokotil 0.96%

Kok 0.00°

Kotiledon 0.07D

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlart
icinde istatistiksel olarak farkli degildir.

4.2.1.2. Oksin konsantrasyonu ve eksplant tipi x oksin konsantrasyon etkisi

Farkli oksin konsantrasyonlarina gore meydana gelen rejenerasyon oranlar1 Cizelge
4.11°de verilmistir. En yliksek rejenerasyon orani 0.95 rejenerant/kallus ile 1 mg/l oksin
konsantrasyonundan elde edilmistir. Bu deger ile 2 mg/l oksin konsantrasyonundan
meydana gelen rejenerasyon oranlar1 arasinda istatistiki olarak fark olusmamistir. Oksin

konsantrasyonunun 4 mg/I’ye ¢ikmasi rejenerasyon oranini olumsuz yonde etkilemistir.

Piccirilli vd. (1988), bulgularimizi1 destekler nitelikte L. tenuis tiiriinde en yiiksek
stirglin olusumunun 1 mg/l NAA iceren ortamda gerceklestigini bildirmislerdir. Nenz vd.
(1996)’nin L. angustissimus tiirinde yaptiklart ¢alismada NAA’nin besi ortaminda
bulundugu kombinasyonlarda az miktarda sert ve yesil kalluslar olusmasina ragmen bu
kalluslar yiiksek oranda siirgiin meydana getirmistir. Pupilli vd. (1990)’e gore L.
pedunculatus tiirtinde rejenerasyon ig¢in IAA yerine NAA kullanimi siirglin olusumunu

olumsuz etkilemis ve sadece bu kombinasyonlardan kokler meydana gelmistir.

Cizelge 4.11. Farkli oksin konsantrasyonlarinin ortalama rejenerasyon oranina (rejenerant/
kallus) etkisi

Oksin konsantrasyonu (mg/1) Rejenerasyon orani
(adet)
1 U.E)ba
2 0.74%
4 0.120

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel
olarak farkli degildir.
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Farkli oksin konsantrasyonlarinin farkli eksplant tiplerinde rejenerasyon oranina
etkisine iliskin ortalama degerler Cizelge 4.12°de verilmistir. Rejenerasyon orani 0 ile 1.73
rejenerant/kallus arasinda degisim gostermistir. En yliksek rejenerasyon orani hipokotil
eksplantlarinin 1 mg/l oksin konsantrasyonunda Kkiiltiire alindigi uygulamalardan elde
edilmistir. Bu deger ile sap eksplantlarinin kiiltiire alindig1 1 ve 2 mg/l konsantrasyonu ve
epikotil eksplantinin 1 mg/l konsantrasyonunda kiiltiire alinmas1 sonucu elde edilen veriler
arasinda istatistiki olarak bir fark olugsmamistir. Diger taraftan tiim oksin
konsantrasyonlarinda kok eksplantlarindan ve 4 mg/l oksin konsantrasyonunda sap

eksplant1 hari¢ diger eksplantlardan hig¢ rejenerasyon gerceklesmemistir.

Pupilli vd. (1990)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya gore L. pedunculatus tiiriinde yaprak ve
kotiledonlardan 2 mg/l IAA dozunda bitki rejenerasyonu saglanmistir. Nenz vd. (1996)’nin L.
angustissimus tiiriinde yaptiklari rejenerasyon ¢alismasinda bulgularimizi destekler nitelikte en
yiiksek rejenerasyon olusumu 1 mg/l NAA igeren ortamlarda hipokotil eksplantlarindan elde
edilmistir. Piccirilli vd. (1988)’nin bildirdigine gore L. tenuis’de en yiiksek rejenerasyon
oranini 1 mg/l NAA igeren ortamlarda kiiltiire alinan yaprak eksplantlar1 saglamistir. Akashi
vd. (1998)’i tarafindan L. corniculatus tiirene ait kotiledon eksplantlarinin 0.1 mg/l NAA
iceren ortamda kiiltiire alinmasi sonucu embriyogenik kalluslarin olustugu ve bunlarinda

yiiksek oranda siirgiin meydana getirdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli oksin konsantrasyonlariin farkli eksplant tiplerinde ortalama
rejenerasyon oranina (rejenerant/kallus) etkisi

Eksplant tipleri Oksin konsantrasyonlart (mg/1)
1 2 4
Sdp l.dbﬂh’r 1.55:m U.blrn
Epikotil 163 0.88°¢ 0.00°
Hipokotil 1732 116°¢ 0.00°
Kok O.OOG 0.000 0.000
a a a

Kotiledon 0.11 0.11 0.00

*Ayni stitunda benzer harfle gosterilen ekslant tipi % oksin konsantrasyonu interaksiyonu
ortalamalar1 Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlar i¢inde istatistiksel olarak farkl
degildir. (Lsd:0.6273)
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4.2.1.3. Stokinin cesidi, eksplant tipi X sitokinin cesidi, oksin konsantrasyonu X
sitokinin cesidi ve eksplant tipi x oksin konsantrasyonu X sitokinin cesidi etkisi

Farkli sitokinin ¢esitlerinin rejenerasyon oranina etkisine iligkin ortalama degerler
Cizelge 4.13°de verilmistir. En yiliksek rejenerasyon orant 0.96 rejenerant/kallus orani ile
kontrol uygulamalarindan elde edilmistir. Besi ortaminda BAP veya kinetin olmasi
rejenerasyon orani {izerinde farkli bir etki yaratmamustir. Nikolic vd. (2006)’nin L.
corniculatus tiirinde yaptiklari ¢alismada rejenerasyon orami iizerinde TDZ, BAP ve
Zeatin’in, Kinetin ve 2iP’e gore daha yiiksek aktiviteye sahip olduklart belirlenmistir.
Akashi vd. (1998)’c gore de besi ortamina 0.5 mg/l BAP ilave edilmesi siirgiin olusumu
bakimindan etkili olmustur. Lombari vd. (2003)’nin L. japonicus tiirinde yaptiklar
calisgmada besi ortamma 0.2 mg/l BAP ilavesiyle yiiksek oranda siirgiin olusumu
saglanmistir. Bahsi gegen c¢aligmalarda siirgiin ortami ve kallus olusum ortamlari farklidir.
Calismamiza benzer sekilde kallus ortamina ilave edilen sitokininler kallus olusumunu
olumsuz etkilemektedir. Ancak, siirgiin ortaminda diisiik oranlarda sitokinin ilavesi

rejenerasyonu tesvik etmistir.

Cizelge 4.13. Farkl: sitokinin ¢esitlerinin ortalama rejenerasyon oranina (rejenerant/kallus)
etkisi

Sitokinin gesitleri Rejenerasyon orani
(adet)
KontroH0mu#t) T
BAP (1 mg/l) 0.34°
I ]
Kinetin (0.5 mg/l) 0.50

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak
farkli degildir.

Arastirma bulgularma gore farkli sitokinin ¢esitlerinin farkli eksplant tiplerinde
rejenerasyon oranina etkisine iligkin ortalama degerler Cizelge 4.14’de verilmistir.
Rejenerasyon orant 0 ile 1.73 rejenerant/kallus araliginda degisim gdstermistir. En yiiksek
rejenerasyon orani sap eksplantinin 1 mg/l BAP ilave edilmis ortamda kiiltlire alinmas1 sonucu
olusmustur. Bu deger ile sap, epikotil ve hipokotil eksplantlarinin kiiltiire alindigir kontrol
uygulamast ve hipokotil eksplantinin kiiltiire alindig1 0.5 mg/l kinetin uygulamasindan elde
edilen degerler arasinda istatistiki olarak bir fark olusmamistir. Kok eksplantinin tiim sitokinin
uygulamalarinda, kotiledon eksplantinin kontrol hari¢ diger sitokinin uygulamalarinda ve BAP
ilave edilmis ortamlarda sap disindaki diger eksplantlarda herhangi bir siirgin olusumu

gerceklesmemistir. Espasandin vd. (2010), L. tenuis tiirtinde
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yapraklardan diisiik oranlarda (0.5 ve 1 mg/l) TDZ ve BAP ilave edilmis ortamlarda daha
yiiksek rejenerasyon saglandigini bildirmislerdir. Orcen (2013)’in dogal yayilis gosteren L.
corniculatus popiilasyonlari lizerinde yaptigi ¢calismada en yiiksek siirgiin olusumu 3 mg/1
BAP igeren ortamlarda kiiltiire almman siirglin uglarindan elde edilmistir. Pupilli vd.
(1990)’nin L. pedunculatus tiirii iizerinde yaptiklar1 ¢alismaya gore 2 mg/l kinetin igeren
ortamda yaprak ve kotiledonlardan yiiksek oranda siirgiin olusumu saglanmistir. Ayni

caligmaya gore ortama 0.25 mg/1’lik BAP ilavesi bile eksplantlarin 6liimiine yol agmustir.

Cizelge 4.14. Farkli sitokinin ¢esitlerinin farkli eksplant tiplerinde ortalama rejenerasyon
oranina (rejenerant/kallus) etkisi

Ekaplant tipleri Stokinin gesitleri
Kontrol (0 mg/l) BAP (1 mg/l) Kinetin (0.5 mg/)

Sap T i i
Epikotil 1672 0.00” 0.84°°
Hipokotil 151%° 0.00° 138%°
Kok 0.000 0.000 0.000

cd d d
Kotiledon 0.22 0.00 0.00

*Ayni siitunda benzer harfle gosterilen ekslant tipi x sitokinin gesitleri interaksiyonu ortalamalari Duncan
testine gore p<0.05 hata sinirlari i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir. (Lsd: 0.663)

Farkli sitokinin ¢esitlerinin farkli oksin konsantrasyonlariyla kombinasyonu sonucu
meydana gelen rejenerasyon oranlarina iliskin ortalama degerler Cizelge 4.15°de
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore rejenerasyon oranlart 0 ile 1.55 rejenerant/kallus arasinda
degisim gostermistir. En yiiksek rejenerasyon orani 1 mg/l NAA igeren ortamlardan elde
edilirken, 2 ve 4 mg/l NAA ve kinetin kombinasyonlar1 en diisiik rejenerasyon oranina
sahip uygulamalardir. Piccirilli vd. (1988) ve Nenz vd. (1996)’nin yaptiklar1 ¢aligmalara
gore 1 mg/l NAA ile BAP veya kinetin kombinasyonundan en yiiksek siirgiin

rejenerasyonu saglanmistir.

Cizelge 4.15. Farkli sitokinin cesitlerinin farkli oksin konsantrasyonlarinda ortalama
rejenerasyon oranina (rejenerant/kallus) etkisi

Oksin konsantrasyonlari (mg/1) Stokinin gesitleri
Kontrol (0 mg/l) BAP (1 mg/l) Kinetin (0.5 mg/)
T 55 50° 780"
2 102° 053°¢ 0.00°
4 0.80D 0.67D 0.06C

*Ayni siitunda benzer harfle gosterilen oksin konsantrasyonlar1 X sitokinin ¢esitleri interaksiyonu ortalamalar
Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlar i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir. (Lsd: 0.51)
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Arastirma bulgulari, eksplant tipi x oksin konsantrasyonu X sitokinin c¢esiti
interaksiyonunun ortalama rejenerasyon oranina etkisine iliskin ortalama degerler Cizelge
4.16’da verilmistir. Bu ¢izelgeye gore rejenerasyon orani O ile 3.56 rejenerat/kallus
araliginda degisim gostermistir. En yiiksek rejenerasyon orani epikotillerin 1 mg/l NAA
iceren ortamda kiiltlire alinmasi sonucu elde edilmistir. Bu degerle 1 mg/l NAA
konsantrasyonunda hipokotil eksplantlarindan meydana gelen ve 1 ve 2 mg/l NAA+1 mg/l
BAP kombinasyonlarinda sap eksplantlarindan elde edilen rejenerasyon oranlar1 arasinda
istatistiki olarak bir fark olugmamistir. 4 mg/l NAA ve sitokinin kombinasyonlari sap
eksplantt disinda diger eksplantlardan rejenerasyonu olumsuz etkilemistir. Kok ve
kotiledon eksplantlar1 genel olarak rejenerasyon kabiliyeti en diisiik bitki parcalaridir. BAP
uygulamalarinin, sap eksplantinin 1 ve 2 mg/l NAA+1 mg/l BAP kombinasyonlar1 disinda

diger eksplantlar iizerinde rejenerasyon orani bakimindan olumsuz etkisi olmustur.

Akashi vd. (1998)’nin yaptiklar1 ¢alismada 0.5 mg/l BAP+0, 0.01 veya 0.1 mg/l
NAA dozlarinda hem kotiledon hem de hipokotil eksplantlarindan siirgiin olusturan
morfogenik Kkalluslar elde edilmistir. Piccirilli vd. (1988), 1 mg/l NAA+0.5 mg/l BAP
iceren ortamlarda kiiltiire alman yaprak eksplantlarinin kotiledon ve hipokotil
eksplantlarina gore daha yiiksek oranda siirgiin olusturdugunu bildirmislerdir. Nenz vd
(1996)’e gore 1 mg/l NAA+ 0.25 kinetin veya 0.25 BAP kombinasyonlarini i¢eren besi

ortamlarinda hipokotil eksplantlarmin yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu saglamistir.
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Cizelge 4.16. Farkli oksin konsantrasyonlari ve sitokinin ¢esitlerinin farkli eksplant
tiplerinde ortalama rejenerasyon oranina (rejenerant/kallus) etkisi

Sitokinin ¢esidi
Eksplant tipi Oksin konsantrasyonu Kontrol (0 mg/l) BAP (1 mg/l) Kinetin (0.5 mg/l)
(mg/l) gf* a-( ef
Sap 1 0,66 753 0.65
2 200°C 266°C 000"
C-0 T ]
4 150 0.00 0.33
Epikotil 1 356" 0.00' 1337
2 146°C 0.00" 12077
T T T
4 0.00 0.00 0.00
Hipokaotil 1 3.20% 0.00' 2.00°
2 13557 0.00" 215" 0
T T T
4 0.00 0.00 0.00
Kok 1 0.00" 000" 0.00"
T T T
2 0.00 0.00 0.00
T T T
4 0.00 0.00 0.00
Kotiledon 1 033" 000" 000"
er T T
2 0.33 0.00 0.00
T T T
4 0.00 0.00 0.00

*Ayni siitunda benzer harfle gosterilen eksplant tipi x oksin konsantrasyonlart x sitokinin gesitleri
interaksiyonu ortalamalar1 Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlar1 iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

(Lsd: 1.148)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada, Eskisehir Osmangazi Universitesi Meselik Kampiisii igerisinde
dogal yayilis gésteren L. maritimus tiirtiniin farkli bitki par¢alarinin in vitro rejenerasyon

caligmalarinda eksplant olarak kullanilma potansiyelleri arastirilmistir.

Aragtirma bulgularina gére hem kallus olusumu hem de bitki rejenerasyonu igin en
iyi bitki pargalar1 sap, epikotil ve hipokotildir. Oksin konsantrasyonu olarak 2 mg/l’den
sonraki dozlar bu tiirde bitki rejenerasyonunu olumsuz etkilemistir. Kallus olusumunda 1
veya 2 mg/l NAA +0.5 mg/l kinetin kombinasyonlar1 daha yiiksek kallus olusum oranlar1
saglarken, bitki rejenerasyonunda 1 veya 2 mg/l NAA dozlar1 daha yiiksek rejenerasyon
orani gostermistir. Besi ortamina eklenen BAP sap eksplanti disinda diger eksplantlardan
bitki rejenerasyonunu olumsuz yonde etkilemistir. En yliksek rejenerasyon orani 3.56
rejenerant/kallus ile epikotil eksplantlarinin 1 mg/l NAA iceren besi ortaminda kiiltiire

alinmasi sonucunda elde edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore bu tiir genetik agilim olmaksizin organogenesis yoluyla
cok kisa siirede ¢ogaltilabilmektedir. Bu sayede, dogal yayilis alanlarinda iistiin
karakterleri tasidig: tespit edilen tek bitki veya popiilasyonlar kisa siirede ve ¢ok miktarda

cogaltilabilecektir.

Bu calisma oncesinde yapilan 6n denemelerde baklagiller ve Lotus tiirleri igin bitki
rejenerasyon ¢aligmalarinda en yaygin olarak kullanilan oksin tiirlerinden 2,4-D ve NAA
tizerinde durulmustur. Ancak, diger Lotus tiirlerinde 2,4-D rejenerasyon agisindan iyi
sonuglar vermesine ragmen bu tiirde NAA 6n plana ¢ikmustir. Uzerinde ¢ok fazla literatiir
caligmasi olmamakla birlikte IAA, IBA, Dicamba ve Pikloram gibi diger oksin tiirlerininde

bu tiiriin rejenerasyonuna etkisinin belirlenmesi yararli olacaktir.

Bu calismada eksplantlar kallus ve rejenerasyon olusum siireglerinde tek bir ortam
kombinasyonu tizerinde kiiltiire alinmistir. Bununla birlikte, yapilan bazi ¢alismalarda kallus

ortami ve rejenerasyon ortaminin farkli olmasi rejenerasyon orani bakimindan olumlu etkiler
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yaratmistir. Bu nedenle hem kallus ve rejenerasyon siireclerinde kullanilan ortamlar hem

de igerikleri lizerinde durulmasinda fayda olacaktir.

Bu cins iizerinde yapilan rejenerasyon ve genetik transformasyon caligmalarinda
bulgularimiza benzer sekilde sap, hipokotil ve epikotil eksplantlarinin yiiksek rejenerasyon
potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, baz1 ¢alismalarda yaprak, siirgiin ucu ve
tohum gibi bitki pargalar1 da iyi rejenerasyon oranlar1 géstermistir. Bu tiir tizerinde bahsi

gecen eksplantlar iginde yeni ¢alismalar planlanmasi yararli olabilir.
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