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Oz

Bu calismada Gea, Prosementi, Savas ve Omerbey yonca cesitlerinde kotiledon bogum eksplantinda farkli 6-benzilaminopurin (BAP)
ve thidiazuron (TDZ) konsantrasyonlarinin in vitro siirgiin rejenerasyonu {izerine etkisi incelenmistir. Bu amacla, Gea, Prosementi,
Savas ve Omerbey yonca gesitlerine ait kotiledon bogumlar, TDZ (0.3, 0.6 ve 1.2 mg/L) ve BAP (1, 2 ve 4 mg/L)’in farkh
konsantrasyonlari ile 0.5 mg/L a-naftalenasetik asit (NAA) ve 30 g/L sukroz igeren 8 g/L agarla katilastirilmis 6 farkli Murashige ve
Skoog (MS) temel besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Denemeler 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 6 eksplant olacak sekilde tesadiif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore yiiriitiilmiistiir. Arastirma sonucunda Prosementi ve Gea gesitlerinde en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu frekansi 0.6 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA (%100 ve 77.78), Savas ¢esidinde 2 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA (% 88.89) ve
Omerbey cesidinde ise 0.3 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA (%88.89) iceren MS besin ortamlarindan elde edilmistir. Eksplant basina
ortalama Prosementi ¢esidinde 2.22, Gea gesidinde 3.21, Savas ¢cesidinde 1.67 ve Omerbey ¢esidinde ise 1.96 adet siirgiin kaydedilmistir

Anahtar Kelimeler: Medicago sativa, kotiledon bogum, siirgiin rejenerasyonu

Effect of 6-Benzylaminopurine and Thidiazuron on in Vitro Shoot
Regeneration of Alfalfa Cultivars

Abstract

The effects of 6-benzyl-aminopurine (BAP) and thidiazuron (TDZ) concentrations on in vitro shoot regeneration in Gea, Prosementi,
Savas and Omerbey cultivars were investigated in this study. For this purpose cotyledon nodes of Gea, Prosementi, Savas and Omerbey
cultivars were cultured on 6 different Murashige and Skoog (MS) basal media containing different concentration of TDZ (0.3, 0.6 and
1.2 mg/L) and BAP (1, 2 and 4 mg/L), 0.5 mg/L a-naphthalenacetic acid (NAA), 30 g/L sucrose solidified with 8 g/L agar. The research
was carried out in a randomized plots-factorial experimental design with 3 replications and 6 explants per replication. As a result of
research, the highest shoot regeneration frequency was obtained from the MS media containing 0.6 mg/LTDZ+0.5 mg/L NAA in
Prosementi and Gea cultivars (100 and 77.78 %), and from 2 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA in Savag cultivar (88.89 %) and from 0.3
mg/LTDZ+ 0.5 mg/L NAA in Omerbey cultivar 88.89 %). Average number of shoots per explant was 2.22 in Prosementi cultivar, 3.21
in Gea cultivar, 1.67 in Savas and 1.96 in Omerbey cultivars.
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1. Giris

Yonca (Medicago sativa L.) ¢ok genis adaptasyon yetenegine
sahip yeryliziinde en fazla tarimi yapilan bir yem bitkisidir. Bu
bitki yiiksek verim, adaptasyon yetenegi ve besin kalitesi
nedeniyle yem bitkilerinin kralicesi olarak adlandirilmakta ve
diinya lizerinde yaklasik 35 milyon ha alanda tarim1 yapilmaktadir
(Gokalp vd., 2017). Yonca otu %15-22 ham protein icermekte,
vitaminler (A, B, C, D, E) ve mineral maddeler bakimindan
oldukca zengindir (Kumar, 2011). Diinyada en fazla yetistirilen
yem bitkisi olmasina ragmen hala yoncanin tariminda ve yem
bitkisi olarak kullaniminda diigiikk tohum verimi, yabanci otlar,
hastalik ve zararlilar, antibesinsel faktorler, diisiik sindirilebilirlik,
yetersiz besin elementi kullanimi gibi bazi sorunlarla
karsilagilmaktadir  (Kumar 2011). Kendine uyusmazlik,
kendileme depresyonu ve yiiksek heterezigotluk yonca 1slahi igin
en 6nemli sorunlar arasindadir. Yoncadaki bu genetik kompleks
yapt Onemli tarimsal karakterleri kontrol eden genleri
belirlemenin dniindeki en biiyiik engeldir (Kumar, 2011). Ancak
son yillarda alternatif bir teknik olarak transgenik bitki teknolojisi
yonca 1slahinda tarimsal  o6zellikleri iyilestirmek igin
kullanilmaktadir. Transgenik bitki teknolojisinde ise doku
kiiltiirleri olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir.

Farkli gen aktarim teknikleriyle tek bir bitki hiicresine
herhangi bir organizmadan izole edilen bir gen aktarilabilmekte
ve bu hiicreden bitkilerin elde edilmesi ig¢in uygun ve
tekrarlanabilir rejenerasyon sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda; in vitro bitki rejenerasyonu
genellikle somatik embriyogenesis yoluyla yapilmistir (Moltrasio
vd., 2004). Ancak yoncada yapilan somatik embriyogenesis
caligmalarinda biiylik 6l¢iide genotipe bagli bir rejenerasyon
goriilmektedir (Brown ve Atanassov, 1985; Chen ve Marowitch,
1987; Moltrasio vd., 2004). Ayrica yoncada in vitro direk
organogenesis ¢alismalar1 da ise siirgiin ucu, bogum ve kotiledon
bogum gibi eksplantlar kullanilmistir (Pupilli vd., 1992; Li vd.,
2009; Kumar vd., 2012; Nofouzi vd., 2019; Goksin Bahar vd.,
2020). Siirgiin rejenerasyon frekanst gen aktarimi ¢aligmalarinin
basarisinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Basarili gen aktarimi i¢in
verimli ve genotipten bagimsiz bir rejenerasyon protokolii tercih
edilmektedir. Kotiledon bogumlar son yillarda genotipten
bagimsiz bir rejenerasyon protokolii i¢in siklikla kullanilmaktadir
(Li.vd., 2009; Kumar vd., 2012). Bu ¢alismada da Tiirkiye’de
tescilli bazi yonca c¢esitlerinin vitro kosullarda kotiledon bogum
eksplantlarinin rejenerasyon frekansinin belirlenmesi
amaclanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki materyali ve doku kiiltiirii kosullar:

Calismada; Prosementi Bologna, Gea, Savas ve Omerbey
yonca ¢esitleri denenmistir. Caligmada temel besi yeri olarak MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortamu kullanilmistir. Tim ortamlara
30 g/L sukroz eklenmis ve 8 g/L agar ile katilastirilmistir.
Hazirlanan besin ortamlarinin pH’s1 5.6 ile 5.8 (IN NaOH veya 1
N HCI ile) arasinda ayarlanarak, besin ortamlar1 otoklavda
121°C’de 20 dakika siireyle steril edilmistir. Rejenerasyon
denemelerinde Magenta kaplar1 kullanilmistir (Sigma-Aldrich,
77x77x 97; Sekil 1). Tium kiiltiirler 224+2°C’de, 16/8 saat
aydinlik/karanlik fotoperiyotta, ve 3000 liiks 151k yogunlugundaki
iklim kabini i¢erisinde bekletilmistir.
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2.2. Tohum sterilizasyonu, eksplant izolasyonu ve
kiiltiirlerin olusturulmasi

Cesitlere ait tohumlar manyetik karistirict kullanilarak %50
ticari camasir suyu icerisinde 15 dakika siire ile sterilize
edildikten sonra; 3 defa 5’er dakika olmak iizere saf sudan
gecirilip, 30 g/L sukroz, 8 g/L agar iceren MS besin ortamina
ekilmistir.  Kiltiir baslangicindan 15-16 giin sonra kotiledon
bogum eksplantlar1 siirgiin rejenerasyonu amaciyla TDZ veya
BAP’mn farkli konsantrasyonlarini ve NAA ile kombinasyonlarini
iceren 6 farkli MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. TDZ
konsantrasyonlar1  litreye 0.3-0.6 ve 1.2 mg, BAP
konsantrasyonlar ise litreye 1, 2 ve 4 mg olarak ayarlanmustir.
Ayrica tiim ortamlara litreye 0.5 mg NAA eklenmistir (Tablo 1).
Kiiltir baslangicinda yaklasgik 2 ay sonra siirgiin olusturan
eksplant yiizdeleri (%) ve eksplant basina siirgiin sayilart (adet)
belirlenmistir.

2. 3. Verilerin degerlendirilmesi

Deneme tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine
gore yiiriitilmiistiir. Her uygulama 3 defa tekrarlanmis ve her
tekrara 6 adet kotiledon bogum yerlestirilmistir. Yiizde degerler
varyans analizinden Once “arcsin” transformasyonuna tabi
tutulugtur. Ortalamalar arasindaki farklilik “Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi” ile belirlenmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Arastirmada Prosementi, Gea, Savas, Omerbey cesitlerine ait
kotiledon bogum eksplantlar1 ¢imlendirme baslangicindan 15 giin
sonra 6 farkli ortamda 3 tekerriirlii olarak kiiltiire alinmiglardir.
Kiiltiir baglangicindan yaklagik 2 ay sonra siirglin olusturan
eksplant yiizdeleri ve eksplant basma siirgiin sayilar
belirlenmistir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda siirgiin
olusturan eksplant yiizdesinde ¢esit, ortam ve c¢esit x ortam
interaksiyonu istatistiksel olarak %1 diizeyinde O6nemli
bulunurken, eksplant basina siirgiin sayisinda ise gesit ve gesit x
ortam interaksiyonu istatistiksel olarak %1 diizeyinde 6nemli
bulunmustur.

Deneme sonucunda en yiiksek siirglin olusturan eksplant
yiizdesi % 86.22 ile Prosementi ¢esidinden elde edilmis olup bunu
sirastyla %70.37, %64.81 ve %47.22 ile Omerbey, Savas ve Gea
gesitleri izlemigtir (Tablo 1). Ortamlar agisindan tablo
incelendiginde, en yiiksek siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
%380.56 ile 2 mg/L. BAP iceren ortamdan elde edilmis olup bunu
strastyla 1 mg/L BAP, 0.6 mg/L TDZ, 4 mg/L BAP, 0.3 mg/L TDZ
ve 1.2 mg/L TDZ iceren ortamlar izlemistir. Cesit x ortam
interaksiyonunda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %100 ile
Prosementi ¢esidinde 0.6 mg/L TDZ igeren ortamda, en diisiik ise
%27.78 ile Gea gesidinde 0.3 ve 1.2 mg/L TDZ igeren ortamlarda
kaydedilmistir.

En yiiksek eksplant basina ortalama siirgiin sayist 3.21 adet
ile Gea ¢esidinden, en diisiik ise 1.67 adet ile Savas ¢esidinden
elde edilmigtir (Tablo 2). Bitki biiyiime diizenleyiciler ve
dozlarinin eksplant basina siirgiin sayisina etkisi istatistiki olarak
o6nemli olmamakla birlikte en yiiksek siirgiin sayis1 1.2 mg/L TDZ
dozunda belirlenmistir. Cesit X ortam interaksiyonu acisindan
tablo degerlendirildiginde en yiiksek siirgiin sayis1 5.11 adet ile
Gea cesidinin 1.2 mg/l TDZ dozunda kiiltiire alinmas1 sonucunda,
en diisiik deger ise 1.13 adet ile Savas ¢esidinin 1 mg/l BAP iceren
ortamda kiiltiire alinmasi sonucu tespit edilmistir.
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Sekil 1.Kotiledon bogum eksplantinda siirgiin rejenerasyonu

Tablo 1. Bazi yonca ¢esitlerinin farkli TDZ ve BAP dozlarinda siirgiin olusturan eksplant yiizdeleri (%)

Bitki biiyiime diizenleyiciler Cesitler Ortalama
ve dozlari Prosementi Gea Savas Omerbey
0.3 mg/L TDZ 66.67 27.78 38.89 88.89 55.55b
(54.74) c-h* (31.54) 1 (38.51) ghi (73.94) abc
0.6 mg/L TDZ 100.00 77.78 55.56 50.00 70.83 a
(90.00) a (62.18) b-f (48.25) e-1 (45.00) f1
1.2 mg/L TDZ 72.22 27.78 61.11 55.56 54.17b
(58.46) c-g (31.06) 1 (51.97) d-1 (48.25) e-1
1 mg/L BAP 83.33 55.56 83.33 66.67 72.22a
(70.21) a-d (48.25) e-1 (65.90) b-f (55.21) c-h
2 mg/L BAP 88.89 61.11 88.89 83.33 80.56 a
(73.94) abc (51.49) d-1 (73.94) abc (70.21) b-e
4 mg/L BAP 94.44 33.33 61.11 77.78 66.67 a
(81.97) ab (34.79) (51.97) d-1 (66.49) b-e
Ortalama 86.22 a 4722 ¢ 64.81b 70.37b

*: “[talik veya koyu farkh kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir” Parantez icleri transformasyon

degerlerini gostermektedir.
Tiim ortamlarda 0.5 mg/L NAA bulunmaktadir

Tablo 2. Bazi yonca ¢esitlerinin farkli TDZ ve BAP dozlarinda eksplant bagina siirgiin sayilar: (adet)

Bitki biiyiime diizenleyiciler Cesitler Ortalama

ve dozlari Prosementi Gea Savag Omerbey

0.3 mg/LTDZ 2.33 d-g* 1.50 f~1 2.28 d-h 240d-g 2.13

0.6 mg/LTDZ 2.61 c-e 248 c-f 1.33 g1 2.00 d-1 211

1.2 mg/LTDZ 2.17d- S5.11a 1.25 1.75 e-1 2.57

1 mg/L BAP 2.14 d-1 3925 1.13: 1.66 e-1 2.21

2 mg/L BAP 231 d-1 3.44 bc 1.89 d-1 1.61 e-1 2.31

4 mg/L BAP 1.75 e-1 2.83 cd 2.13 d- 2.33d-g 2.26
Ortalama 2.22b 321a 1.67d 1.96 be

*: “Italik veya koyu farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde dnemlidir”

Tiim ortamlarda 0.5 mg/L NAA bulunmaktadir.

Prosementi, Gea, Savas ve Omerbey cesitlerinde kotiledon
bogum eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu amaciyla yiiriitiilen
deneme sonucunda siirgiin rejenerasyonu frekansi ve eksplant
basina siirgiin sayilarinda ¢esit X ortam interaksiyonunun énemli
oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Nofouzi vd. (2019)’un
elde ettikleri sonuglarda benzerlik gostermektedir. Nofouzi vd
(2019)’da genotip ve  bitki  biiylime  diizenleyici
konsantrasyonlariin yoncada kotiledon bogum eksplantinda
rejenerasyon frekansi ve eksplant bagina siirgiin sayisinda dnemli
oldugunu bildirmektedir. Benzer sekilde Ding vd. (2003), 16
farkli yonca ¢esidinde TDZ ve NAA igeren ortamda siirgiin

e-ISSN: 2148-2683

rejenerasyonu frekansinin ¢esitlere gére %33- 85 arasinda
degistigini, Kumar vd. (2012) ise 5 farkli yonca ¢esidinde apikal
meristemlerden in vitro direk siirgiin rejenerasyonu iizerine TDZ
ve BA’n etkisini inceledikleri ¢aligmada siirgiin rejenerasyonu
frekansinin gesitlere gore ve bitki biliyiime diizenleyicilere gore
%67 ile 93 arasinda degistigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada
stirgiin olusturan eksplant yiizdesi %27.78 ile %100 arasinda
degisim gostermis olup en yiiksek Prosementi ¢esidinde en diigiik
ise Gea ¢esidinde tespit edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayilar
ise 1.13-5.11 arasinda degisim gostermis olup, en yiiksek eksplant
basina siirgiin say1s1 Gea ¢esidinde, en disiik ise Savas cesidinden
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elde edilmistir. Nofouzi vd. (2019) en fazla eksplant basina siirgiin
sayisint Nimet ¢esidinde 5 ve 6.33 adet ile sirasiyla 0.25 mg/L
BAP ve 0.55 mg/L TDZ, Savas ¢esidinde ise 8.50 ve 4.66 adet ile
sirastyla 0.4 mg/L BAP ve 0.15 mg/L TDZ igeren ortamlarda
bildirmistir. Li vd. (2009), 8 farkli yonca genotipinde kotiledon
bogum eskplantinda TDZ ve AgNOj iceren besin ortamlarinda
eksplant basma 2.8-5.9 adet siirgiin elde ederken; Kumar vd.
(2012) BAP, kinetin ve TDZ’nin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarinda eksplant basma 0.2-35 adet siirgiin elde
etmiglerdir. Caligmalar arasindaki farkliliklar cesitlerden veya
kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarindan kaynaklanmig olabilir. Nitekim Kumar vd.
(2012), TDZ’nin BAP ya da kinetin ile kombinasyonlarinin
adventif  siirglin =~ sayisim  artirdigimn = ve  TDZ-BAP
kombinasyonlarinin TDZ-kinetin kombinasyonlarina gére daha
iyi sinergistik etki gosterdigini bildirmektedir.

4. Sonug¢

BAP ve TDZ igeren ortamlarda kotiledon bogum
eksplantindan in vitro siirgiin rejenerasyonunun amaglandig
denemelerde en yiiksek siirgiin rejenerasyon frekansi Prosementi
cesidinde, en diisiik Gea cesidinde kaydedilmistir. Prosementi ve
Gea ¢egsitlerinde en yiiksek siirgilin rejenerasyonu frekansi 100 ve
%77.78 ile 0.6 mg/L TDZ+ 0.5 mg/L NAA igeren besin
ortamindan, Savas ¢esidinde % 88.89 ile 2 mg/L BAP+ 0.5 mg/L
NAA igeren besin ortamindan ve Omerbey cesidinde ise %88.89
ile 0.3 mg/LTDZ+ 0.5 mg/L NAA igeren besin ortamlarindan elde
edilmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 5.11 adet ile Gea
¢esidinde 1.2 mg/LTDZ+0.5mg/L. NAA igeren besin ortaminda
tespit edilmistir. Kotiledon bogumlar in vitro bitki rejenerasyonu
icin olduk¢a elverigli eksplant kaynagidirlar, farkli sitokinin
kaynaklari, doz ve kombinasyonlar1 ile yoncada siirgiin
rejenerasyon orani ve eksplant basina siirgiin sayilarinin
artiritlmasi yoniinde ¢aligmalara devam edilmesi onerilmektedir.

5. Tesekkiir

Bu c¢alisma tezinden

hazirlanmigtir.
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