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OZET

Bu arastirmada baz ticari yonca ( Medicago sativa L.) gesitlerinde ve
hatlarinda adventif siirgiin rejenerasyonu ve Agrobacterium tumefaciens ile gen
aktarnbmma  yonelik  c¢ahsmalar  yiiriitiilmiistiir. = Adventif  siirgiin
rejenerasyonunda farkli besin ortamlarinda (MS, Bsh, SH) degisik bitki
biiyiimesini diizenleyiciler (BAP, NAA, Kkinetin, adenin, 2,4-D ve TDZ) ve
onlarm farkh konsantransyonlar: degisik eksplant kaynaklarmda denenmistir.
Yapilan denemelerde yaprak eksplantinin en yiiksek sikhkla adventif siirgiin
rejenerasyonu olusturan eksplant oldugu belirlenmistir. Ayrica cesitler
arasinda en yiiksek sikhikla adventif siirgiin rejenerasyonu olusturan cesidin
% 33,33 ile Verco g:esidi oldugu ve en uygun besin ortamimin Bsh oldugu tespit
edilmistir. Denenen bitki biilyiimesini diizenleyicilerinden ise somatik embriyo
olusumunda 2,4-D ve kinetinin, embriyolardan siirgiin gelisiminde ise hormon
icermeyen ortamlarin etkili oldugu ve en uygun ortamin 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l
kinetin iceren ortam oldugu belirlenmistir. Adventif siirgiin rejenerasyonu
¢ahsmalarinda test edilen gesitler arasinda en basarih sonuglarm alindig Verco
¢esidinin yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarmna 3 farklh 4. tumefaciens hatti
(EHA 105, LBA4404, GV 2260) ile gen aktarnm c¢ahsmasi yapimigtir.
Cahiymalarda kati ve sivi ko-kiiltiivasyon ortamlar kullamlarak yapilan farkh

siirelerde ko-kiiltiivasyon uygulamalar: sonucunda sadece yaprak eksplantinda



ii

GV2260 hattinda kati ko-kiiltiivasyon ortaminda ve 2 giinliik ko-kiiltiivasyon
uygulamasindan  GUS pozitif embriyo veren eksplant elde edilmistir.

Transformasyon sikh@ %2,68 olarak tespit edilmistir.
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ABSTRACT

The study was carried out using commercial cultivars of alfalfa (Medicago
sativa L.) aiming at shoot regeneration and transformation using Agrobacterium
tumefaciens under in vitro conditions. MS, Bsh and SH media containing various
concentrations and combinations of BAP, NAA, Kkinetin, adenine, 2,4-D and
TDZ were used to achieve the purpose. Leaf explant was found most favorable
for shoot regeneration. Highest shoot regeneration frequency of 33,33% was
achieved with cultivar Verco on Bsh media. The best somatic embryo formation
was recorded on media containing 4 mg/l 2,4-D and 1 mg/l kinetin with best
development of embryos on media containing no plant growth regulators. Leaf
and petiole explant of cultivar Verco were treated with EHA105, LBA4404 and
GV2260 strains of A. tumefaciens both on liquid and solid co-cultivation media.
GUS positive embryos with frequency of 2,68% were observed from leaf explant
of cultivar Verco when co cultivated on solid media using GV2260 strain of

A. tumefaciens.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullamimis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler ve Kisaltmalar

Adenin
BAP
Bsh
Boi2y
2,4-D
EDTA
GUS
K.O.
Kinetin
Km
MS
NA
NAA
NB
NPT-II
Npt-II
Onc
PEG
S.D.
SH
T-DNA
TDZ
Tn

Vir

Aciklama

Adenin siilfat

6-benzylaminopurine

Modifiye Gamborg’s temel besin ortami
Modifiye Blaydes temel besin ortami
2,4-dichloropophenoxyacetic acid
Ethylenediaminetetra acetic acid
B-glucuronidase

Karaler Ortalamasi

6-furfil aminopurine

Kanamisin

Murashige ve Skoog temel besin ortami
Nutrient Agar

a-Naphthaleneacetic acid

Nutrient Broth
Neomycin-phosphotransferase-I1
Neomycin-phosphotransferase-1I geni
Oncogenes

Polyethilene glucol

Serbestlik Derecesi

Schenk ve Hildebrandt temel besin ortami
Transfer DNA

Thidazuron

Transposon

Virulens geni



1. GIRIS

Cok sayida bitki grubunu igine alan baklagiller (Fabaceae Syn: Leguminosae)
bitkiler aleminin en kalabalik familyalarindan biridir. Bu familyaya ait ti¢ alt familya,
yaklagik 600 cins, 15 000’e yakin tiir oldugu bilinmektedir. Baklagillerin sahip
oldugu bu zengin ¢esitlilik onlarin insan gidasi, hayvan yemi, siis bitkisi, yesil giibre,

yag ve endiistri ham maddesi gibi birgok alanda kullaniimalarini1 saglamigtir.

Insan beslenmesinin temel maddelerinden biri de bitkisel ve hayvansal kaynakli
proteinlerdir. Hayvansal kaynakli proteinler iistin kaliteli proteinlerdir. Kolay
sindirildikleri ve sindirimde fazla kayba ugramadiklari i¢in ayr1 bir neme sahiptirler.
Ayrica, yeterli miktarda alinmadiklarinda gelisim bozukluklar1 ve ¢esitli saglik
sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenlerden 6tiirli hayvansal iiretime dolayisiyla
hayvanciliga gereken 6nemin verilmesi insanligin gelecegi ve saghgi icin mutlak
gereklidir. Hayvancilikta istenilen hedeflere ulagmak; hayvanlarin beslenmeleri ve
belli diizeylerde hayvansal iiriinler elde etmek ancak yeterli miktarda ve kalitede

yem ihtiyaglarinin karsilanmasiyla miimkiindiir.

Baklagil yem bitkileri hayvan beslenmesinde biiyilk o6neme sahiptir.
Yapilan tahminlere gore, hayvanlarin tiikettigi proteinin %38’i, lipitlerin %16’s1
karbonhidratlarin %5’ baklagil yem bitkilerinden saglanmaktadir (1). Baklagil
yem bitkileri ayn1 zamanda morfolojik, ekolojik ve tarimsal karakterler bakimindan
da oldukca ('5nemlidirler: Bu oOnemin farkinda olan gelismis tilkelerde yem
bitkileri tarimi, toplam ekili alanin %25-30’unu kapsarken, bu oran iilkemizde
ancak % 3,2 civarindadir (2). Tiirkiye’de yem bitkileri ekilis ve tiretim miktarlart

Cizelge 1.1.”de verilmistir (3).

Diinya tariminin en O6nemli materyalini teskil eden baklagil yem bitkilerinin
tarimu  tarihin eski devirlerinden beri yapilmaktadir. Ortadogu’da yapilan M.O.
8000-6000 yillarina ait kazilarda, fig ve bur¢ak tohumlarinin bulunmasi bunun bir

kanitidir (1). Yoncanm yem bitkisi olarak kullanilmasi ile ilgili en eski tarihi



Cizelge 1. 1. Tirkiye yem bitkileri ekilis ve tiretimleri

YILLAR 1997 1998 1999 2000 2001

BITKILER Ekilis Uretim | Ekilis | Oretim | Bkilis | Uretim | Ekilis | Uretim | Ekilis | Uretim

(ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton) (ha) (ton)
MISIR 545000 |576000 |550000 | 680000 |448412 640000 |511795 (700000 | 517951 | 710000
FIG 252000 | 646000 |{235000 | 665000 {232584 (700000 |205051 [656000 |239370 | 730000
BURCAK 8100 3534 6 000 3000 1 970 2550 1498 1160 1028 1255
YONCA 215500 |3271930(230000 |3302260 (245606 {3236890 250800 [3348900|249000 |3339910

KORUNGA 82500 | 462830 93000 |555900 (94362 |[497140 |107500 |531938 | 105500 { 538925

TOPLAM 1105100 |4 960294 {1 114 000 |5 206 160 {1 022 934 |5 076 580 |1 076 644 |5 237 998 |1 112 849 |5 375090

kayitlar M.O. 1200-1400 yillarinda Corum Alacahdyiik bolgesinde Hititler
tarafindan yetistirildigini, diger tarihi kayitlarda ise M.0. 7000 yillarinda Dicle
ve Firat nehirleri boyunca Stimer askerleri ile Mezopotamya’ya, buradan da

gemilerle Dogu Akdeniz’e goturiildiigiinii gostermektedir (4).

Yonca ( Medicago sativa L.) dinyada en ¢ok yetistirilen yem bitkisidir. Baz1
tlkelerdeki ekim alani toplam ekim alanimin 1/4’tinii olusturmaktadir. Yurdumuzda
ise toplam ekilebilir alan icindeki payr %0,8°dir. Ulkemizin her bolgesinde
yetistirilen yonca baklagiller familyasinin Papillionaceae alt familyasinin trifoliae
oymagina aittir. Yonca cinsine bagli 60 kadar tiir vardir. Davis’e gore iilkemizde 30
yonca tiirti bulunmaktadir. Bu tiirlerin en 6nemlisi olan Medicago sativa L. yonca

tariminin % 90-95’ini olugturmaktadir (5,6).

Yoncanin morfolojik 6zellikleri tiirden tiire biiylik degisiklikler gostermektedir.
Genel olarak 1, 2 veya ¢ok yillik otsu, nadiren ¢alimsi olan yoncanin yapraklari
tipik olarak 3 yaprak¢iktan olugur. Topragin derinliklerine inebilen, silindirik
yapih kazik kokii vardir. Dik olarak gelisen sap, yetisme kosullarina
bagli  olarak 30-120 cm kadar boylanabilir. Cigekler sapgiklar iizerinde bir
araya  gelerek gevsek bir salkim olusturur. Meyveler ise sarmal bi¢imde 1-5
kez kendi tzerine kivrilmig bir yapidadir (Sekil 1.1). Temel kromozom sayisi

x=8 olan yoncanin diploid (2n=16), tetraploid (2n=32), hekzaploid (2n=48) formlar1




mevcuttur. Bu gruplarin olusumunda poliploidinin etkili oldugu, melezleme ve
sitogenetik ¢aligmalarla gosterilmigtir. Bugiin diinyada yetigtirilen ¢ok yillik
yonca ¢esitleri iki ana tiirden gelismistir. Bu tiirler Medicago sativa L. ve

Medicago falcata L’dir.

Sekil 1.1. Yoncanin kok, yaprak, tireme organlar: ve tohumun genel gériiniisii.

Yem bitkilerinin kralicesi olarak adlandirilan yonca, tarimi yapilan tiim yem
bitkilerinden daha yiiksek bir yem degerine sahiptir. Yoncanin sahip oldugu iistiin

nitelikleri s6yle siralayabiliriz.

*Yonca genig bir uyum yetenegine sahiptir.

Diinyada soguklarin 50 °C’ye ulastig1 Sibirya ve Alaska bélgeleriyle, sicakligin
60 °C’ye kadar yiikseldigi kurak bolgelerde yetisebilen yonca gesitleri vardir.
Deniz seviyesinden 3000 metre ytiksekligindeki bolgelerde de goriilen yoncaya

tilkemizin hemen her bolgesinde rastlanmaktadir.



*Yoncanin ot verimi fazladir.

Kok tacindaki gozlerden bol siirgiin veren yonca, yem bitkileri i¢inde en fazla ot

verimine sahiptir.

* Yonca otu yiiksek besin degerine sahiptir.

Ciftlik hayvanlan i¢in ¢ok lezzetli, besleme ve sindirilme degeri yiiksek ot tireten

yonca yaklasik %15-22 arasinda protein igerir. Ayrica miikemmel bir vitamin

ve mineral kaynagidir. Yoncanin yaprak igeriginde bulunan vitamin, mineral

ve amino asitler sunlardir;

Vitaminler:
Beta Karoten
Vitamin B-1
Vitamin B-2
Niyasin
Vitamin B-6
Vitamin B-12
Pantotenik asit
Folik asit
Biyotin
P.AB.A.
Inositol
Choline
Vitamin C
Vitamin E

Vitamin K

* Tyi bir ekim nobeti bitkisidir.

Mineraller:
Krom
Kalsiyum
Bakir

Iyot

Demir
Magnesyum
Manganez
Molibden

Fosfor

Potasyum
Selenyum
Sodyum
Cinko

Amino Asitler:
Arginin
Alanin
Aspartik asit
Sistein
Glutamik asit
Glisin
Histidin
Izolosin
Losin

Lizin
Metionin
Fenilalanin
Prolin
Tirozin
Treonin

Valin

Kendisinden sonra gelen bitkinin verimini arttirdii gibi kendisi de bol

vermektedir.

ot



* Yonca uzun émiirlii bir bitkidir.
Cok yillik tiirleri bulunan yonca iyi adapte oldugu yerlerde uzun yillar yasayabilir.

Ayrica kosullara bagl olarak 4-8 yil arasinda {iriin verebilmektedir.

*Bir mevsimde birden fazla bigilebilir.
Normal yagish bolgelerde sulanmaksizin, kurak bélgelerde ise sulamak sartiyla

3-7 defa bigilebilmektedir.

* Yonca meralarda vejetasyonun besleme degerini arttirir.
Ozellikle yere yatik yabani tiirlerin kullamldig1 mera tesislerinde besleme degerinin

arttig1 arastirmalarla kamtlanmigtir.

Yonca geleneksel olarak hayvan beslenmesinde kullamilmasinin yami sira degisik
amaglarla da kullamlmasi giindemdedir. Bunlari elektrik iiretiminde biyolojik
yakit olarak kullammi, topragin azot seviyesinin arttirilmasinda biyolojik
giibre olarak kullammu, lignin peroksidaz, alfa-amilaz, selilloz ve fitaz
gibi endiistriyel enzimlerin {iretiminde kullanimi, insan beslenmesi ve
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi olarak siralayabiliriz. Yoncanin romatizma,
idrar yolu, bobrek, safra kesesi enfeksiyonlari, prostat gibi rahatsizliklarimin
tedavisinde kullanilabilecegi ayni zamanda viicudu 6zellikle akcigerleri
temizleyici  Ozellifi  oldugu  arastirmalarla  gosterilmistir.  Hayvanlarla
yapilan g¢alismalar yoncanin yaprak ve koklerindeki bazi maddelerin anti-viral
ozellige sahip oldugu ve kanser hiicrelerinin kontroliinde etkili oldugu da

belirtilmistir (7).

Yonca ¢ok fazla form zenginligi olan bir tiirdiir ve ¢ok genis toprak ve
iklim kosullarina uyum saglamistir. Bu nedenle yonca formlarimin sahip
oldugu varyasyonlar simrsizdir. Autotetraploidi (2n=4x) nedeniyle oldukca
karmagik bir kalitima sahiptir. Gametlerinin diploid (n=2x) yapisi 1slah ¢alismalarim
onemli Slgiide etkilemistir. Buna ragmen yonca islahu ile ilgili ¢ahgmalar oldukca

bagarilidir (4).



Ik 1slah galismalari ABD ve Bati Avrupa iilkelerinde olmustur. Nemli ve soguk
bolgelerde uygun ve giiclii bir gelisme gosteren Atlantic varyetesi 1940 yilinda,
bakteriyel solgunluga dayanikli olan Ranger varyetesi 1942, Buffalo varyetesi
ise 1943 yillarinda elde edilmigtir. 1048 yilinda ise Tysdal ve Crandall sentetik
varyeteleri gelistirilmis olup glinlimiizde piyasadaki yonca varyetelerinin
¢ogu sentetiktir. Ulkemizde de Kayseri ekotipinde yapilan seleksiyon galismalari

sonucunda Bilensoy ve El¢i yonca varyeteleri 1950 yillarinda gelistirilmigtir (6).

Hanson ve ark., hastalik ve bocek zararlilarina karsi dayamkli cesitlerin 1slahi
konusunda ilerlemeler kaydetmislerdir. 16 jenerasyon boyu siirdiirdiikleri
tekrarlamali fenotipik seleksiyon ile pas, yaprak sararmasi, bakteriyel solgunluk
gibi ozellikleri tastyan gen havuzlar olusturmuslardir. Her ne kadar klasik islah

caligmalar1 ile 6nemli basarilar elde edilse de sonuglar yetersiz ve yavastir (4).

Klasik 1slah yontemlerinin karsilastigi bir baska sorun da kisirlik ve uyusmazlik
nedeniyle, tiirler arasinda melezlemenin sinirlh olmasi ve istenilen karakterin
bir bagka bitki tiriine aktarilirken, bagli genler nedeniyle istenmeyen ozelliklerin
de yeni bitkiye gecisinin onlenememesidir. Halbuki, genetik miihendisligi teknikleri
kullanilarak bu sorunlarla karsilasilmadan, bir ¢esidin istenen 6zellikleri muhafaza
edilerek ona yeni Ozellikler kazandiran bir ya da birkag gen kolaylikla

aktanilabilmektedir (8).

Gintimiizde gelismis genetik mithendisligi tekniklerinin basariyla uygulanmasi
sonucunda herbisitlere, bdceklere ve virlislere karst dayamikliliklar: artiriimig
bitkiler elde edilmistir. Oregin, Salmonella typhimurium dan izole edilen "aro A"
ve Streptomyces hygroscopicus'dan izole edilen "bar" genlerinin degisik bitki
tirlerine aktarilmasiyla herbisitlere dayanikli tiitiin, patates ve yonca gesitleri
geligtirilmigtir. (9-11). Ayrica, bazi boceklerin sindirim sistemlerine zarar vererek
Oliimlerine neden olan toksik proteinleri kodlayan genlerin Bacillus thuringiensis
(bt)den izole edilerek bitkilere aktarilmasiyla bdceklere dayanmikl transgenik

domates, tltlin, pamuk, musir bitkileri iiretilmistir (12-13). Yine tiitiin, patates,



domates ve yonca gibi bitkilere viriis kilif protein genlerinin aktarilmasiyla bu

bitkilerde degisik virlis irklarina dayaniklilik saglanmistir (14-15).

Bitki genetik miihendisliginde 6nemli olan diger bir yéntem ise “antisens RNA”
teknigidir. Bu teknik ile belirli protein ve enzimlerin tiretiminden sorumlu genlerin
etkileri kolayca ortadan kaldirilabilmektedir. B6ylece bazi istenmeyen Ozellikier
Onlenebilmektedir. Son yillarda gelistirilen bu teknik sayesinde hasat edilen

domateslerde etilen iiretimi engellenerek depolama siireleri uzatilabilmigtir (16).

Bitki hiicre ya da dokularina tarimsal 6neme sahip genlerin aktariminda dogrudan
ve dolayli olmak {iizere birgok biyoteknolojik yontem kullanilmaktadir.
Bugiin A. tumefaciens araciliiyla bitkilere dolayli olarak gen aktarilmasi ve
transgenik bitkilerin elde edilmesi en yaygin kullanilan yoOntemdir. Bir gen
aktarim sisteminde esas olan, tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahip
hiicrelerin ~ kromozomlarina  istenilen genleri tasiyan DNA  pargasinn
yerlestirilmesidir (8). Bu nedenle gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinin adventif

slirglin olusturma yetenekleri 6nemlidir.

Gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yiiksek oranda adventif siirgiin olusumu
gen aktanim caligmalarinin bagarisim onemli dlgide etkilemektedir. Bununla
birlikte doku kiiltiirii yontemleri ile laboratuvar sartlarinda bir ¢ok bitki ¢esidinin
hizli tiretilmesi miimkiin hale gelmistir. Ayrica bitki 1slahgilar1 i¢in ek bir
varyasyon kaynagi olabiiecek somatik varyasyonlarin varh@ da ayr bir avantaj
saglamaktadir. Bu nedenle, gen aktarimina baslamadan ©Once her tiir igin hatta
her cesit igin A. tumefaciens ile gen aktarimmna uygun bir adventif siirgiin

rejenerasyon yonteminin gelistirilmesi gerekmektedir.

Yonca genis adaptasyon yetenegi, yiiksek kaliteli yemi, toprag: iyilestirici 6zelligi
nedeniyle 1slahgilarin ilgisini ¢ekmis ve odak noktasi olmustur. Bitki i1slah
amaclarim1  gergeklestirmede doku  kiiltiirii  tekniklerini bir ara¢ olarak
kullanabilmek i¢in kiiltiir gesitleri ve islah hatlarimn rejenerasyona cevabini

ve rejenerantlarin  toprak ortaminda  yetigtirilmesini  basarmak  gereklidir.



Gen aktarimi ve rejenerasyona elverigli birkag yem bitkisinden birisi olan

yonca yapay tohum teknolojisinin gelistirilmesinde de model bir bitkidir (17-19).

Bu ¢alismada da yonca ( Medicago sativa L.y’ nin ticari gesitlerinde adventif siirgiin
rejenerasyonu ve A. tumefaciens aracilifiyla etkili gen aktarim yonteminin

gelistirilmesi amaglanmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller

2.1.1. Bitkilere gen aktarim

Tarimin baslamasiyla birlikte daha istiin 6zelliklere sahip cesitlerin segilerek
yetistirilmesiyle baglayan 1slah c¢alismalari, 1980°li yillarda Agrobacterium
araciligiyla tiitiin protoplastlarina gen aktarimimin gergeklestirilmesi ile yeni
bir boyut kazanmigtir (20). Bu gelismenin ardindan degisik gen aktarim
tekniklerinin kullanilmas: ile 40’ tiizerinde bitki tiirtine istenilen o&zellikleri
kodlayan genler aktarilmistir. Giiniimiizde transgenik bitkilerin ekim alani1 60 milyon
hektara ulagsmistir. Gen aktariminda kullanilan yontem farkliliklarina ragmen amag;
totipotent hiicrelerin (yeni bir bitki olusturabilecek yetenege sahip hiicre)
kromozomlarina istenilen genleri tastyan bir DNA parcasmin kalict olarak
yerlestirilmesidir (8,21). Bu amagla bitkilere gen aktarnmi: igin dolayl

(4. tumefaciens araciligtyla) ve dogrudan gen aktarimi yontemleri gelistirilmigtir.

Gen aktarimi yapilan hiicreden de mutlaka gen aktarilmig bitki (transgenik) elde
edilmesi gerekmektedir. A. tumefaciens bakterisinin kullanildig1 dolayli gen aktarim
yontemi sayesinde ¢ok sayida kiiltlir bitki tiiriinde transgenik bitkiler elde
edilmistir (Cizelge 2.1.). Bu &6zelliginden dolay1 A. tumefaciens bakterisine bitkilerin
dogal genetik miihendisi adi verilmistir (8). Bu teknikle baslangicta iki ¢enekli
bitkilerde basariyla gen aktarimi yapilirken, bugdaygilleri de igeren tek ¢enekli
bitkilerde hedeflenen basariya ulagilamamistir (22-23). Bu engeli agmak igin
elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve partikiil tabancas1 gibi dogrudan gen aktarim
yontemleri gelistirilerek tek g¢enekli bitkilerde de basarili sonuglar elde edilmistir.
Dogrudan gen aktannm teknikleriyle arpa (24), ¢eltik (25) ve musir (26) gibi
ckonomik Onemi yiiksek olan bugdaygillerde transgenik bitkiler kolaylikla

tiretilebilmistir.
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Cizelge 2.1. A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarilmis bazi 6nemli bitki tiirleri (27)

Sebzeler Endiistri Bitkileri
Lahana Aygicegi

Patates Seker pancan
Domates Kolza

Salatalik Soya

Havug Pamuk

Bezelye Keten

Brokoli Hardal

Karnmibahar Yem Bitkileri
Kugkonmaz Yonca

Patlican Gazal Boynuzu
Marul Akiicgiil

Siis ve Tibb1 Bitkiler Meyve ve Agaclar
Petunya Elma

Tiitlin Kavak

Krisentum Cilek

Geranium Kavun

2.1.1.1. Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarim

A. tumefaciens, Rhizobiacea familyasina ait toprak kokenli, gram negatif bir
bakteridir. Ayni familyaya dahil olan A. rhizogenes, bitkilerde sagak kok olusumuna
A. tumefaciens k6k bogazi uruna neden olmaktadir. A. tumefaciens bitkiyi kék
bogazinda olusan yaralardan enfekte ederek, bitki hiicrelerinin diizensiz boliinmeler
gegirmesine neden olarak timor (ur) olusturmaktadir. Baglangigta kanser tadavisi
amaciyla mekanizmanin anlasilmasina yonelik ¢aligmalarla giindeme gelen
A. tumefaciens gen aktarim mekanizmasinin anlasilmasidan sonra biyoteknolojide

kullanilmaya baglanmustir.

Yapilan aragtirmalar sonunda bakteriden bitki hiicresine gegen ve Ti-plazmidi
(tumour-inducing/tlimdr olusturan) iizerinde bulunan bir DNA pargasinin (T-DNA)
bitkide tiimdér olusumuna sebep oldugu belirlenmistir (28). T-DNA bitki
kromozomlarina entegre olduktan sonra tasidig: genler etkisiyle bitki hiicresi icinde

yeni enzimler iiretilir ve hiicrelerin hormon dengesi bozulur. Hormon dengesi
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bozulan hiicreler hizla ve diizensiz bir sekilde béliinmeye baglayarak tiimér meydana

getirirler (8).

T-DNA'min bitki hiicresine entegre olabilmesi i¢in T-DNA’y1 sagdan sinirlandiran
RB (sag smir) ve soldan smirlandiran LB (sol simir) bdolgelerini tasimasi
gereklidir (29). Bu iki siir arasina yerlestirilen herhangi bir DNA par¢asinin
kolayca bitki hiicresine aktarilabildigi gosterilmistir (30). Ustelik, timér meydana
getiren genlerin, T-DNA bolgesinden kesici enzimler ile kesilerek ¢ikarilmasinin
bitki hiicresine olan gen aktarimini hi¢bir sekilde etkilemedigi ¢alismalar sonucunda
ortaya konmugtur (31). Tuimor olusturan genleri ¢ikarilan Ti-plazmidleri non-
onkogenik (tiimor olusturmayan) Ti-plazmidler olarak adlandirilmaktadir (8).
Aragtirmalar, T-DNA’nin sag smir niikleotid dizisinin gen aktariminda mutlak
gerekli oldugunu ortaya koyarken, sol simirdaki parca eksilmelerinin bakteriden

bitki hiicresine genetik materyal aktarimim etkilemedigini gostermistir (32).

Bitki hiicresine gen aktariminda rol oynayan ikinci unsur; T-DNA’nin diginda ve sol
sinira yakin olan, yaklasik 35 kb uzunlugundaki “virulens (vir)” bélgesidir. Yapilan
arastirmalar vir bolgesinin alt1 ana genden (Vird, VirB, VirC, VirD, VirE ve VirG)
olustugunu gostermistir (33). Vir genleri; yaralanmig bitki hiicrelerinin salgiladig
fenolik bilesikleri tanima, T-DNA iplik¢iginin rejenerasyonu, T-DNA’nin bakteriden
bitki hiicresine hareketinde etkili olmaktadir (34).

Gen aktariminda etkili olan iglinci unsur Agrobacterium'un  Kendi
kromozomu iizerinde yer alan {i¢ adet lokus (chvA, chvB, pscA)’dur. Bu
lokuslarin  kodladig: iiriinler bakterinin bitki hiicresine tutunmasinda énemli rol

oynamaktadir (35).

T-DNA aktarim mekanizmasi 6zetle soyledir (Sekil 2.1); Agrobacterium, yaralanan
bitki hiicresinin hiicre duvarina bitki tarafindan salgilanan fenolik bilesiklerin
sinyalleri sayesinde tutunur (36). Bitkinin hiicre duvarina tutunan bakteri igerisine
fenolik bilesiklerin girmesi ile vir genleri aktif hale gelir (37-39). T-DNA’nin alt

sarmalina homolog, tek sarmal bir DNA molekiilii (T-iplik¢igi) iiretilir ve bitki
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hiicresine aktarilir. Bitki hiicresine giren T-iplik¢igi bir veya bir kag kopya halinde
rastgele bitkinin kromozomuyla birlesir. Son asamada ise bitki DNA’s1 onarilir ve

T-iplik¢iginin ¢ift zincirli d6niisiimii i¢in replikasyon gergeklesir (40,41,21).
2.1.1.1.1. Ti plazmidlerinin bitkilere gen aktariminda kullanilmasi

Onkogenik Ti-plazmidlerini tastyan A. tumefaciens hatlann ile gen aktarimi
yapildiginda, gen aktarimi yapilan bitki dokularinda fitohormonlar sentezlenir.
Boylece gen aktarlan bitki hiicreleri in vitro kosullarda fitohormonlara ihtiyag
duymadan gelistikleri i¢in transgenik materyal taninmasi miimkiin olur. Ancak, bu
yolla gen aktarimi yapildiginda anormal bitkiler gelismektedir (42). Non-onkogenik
Ti-plazmidi ile T-DNA aktarim yapilmis bitki hiicreleri ise diger hiicreler gibi
davrandigindan secilmeleri olanaksizdir. Bu sorun mark6r (isaret) genlerin
kullanilmas: ile ortadan kaldirilmustir. Isaret genleri aktanildigy bitki hiicre ve
dokularinin  antibiyotik veya herbisite kars1 dayanikli olmasini saglamaktadir. Bu
sayede antibiyotik veya herbisitleri igeren segici ortamlarda sadece segici isaret
genleri tasiyan  bitki hiicrelerin gelismesi saglanacaktir. Cizelge 2.2.°de gen

aktariminda kullanilan baz1 segici isaret genleri verilmistir.

Secici isaret genlerle birlikte gen aktarimi yapilan hiicre ve dokularin
belirlenmesinde raportér genler de kullamlmaktadir. Ornegin, B-glucoronidase
(GUS) markdr genini tagiyan transgenik bitki dokulani X- Gluc igerisinde GUS
aktivitesinin histokimyasal lokalizasyonu 1ile belirlenebilmektedir (8). Ayrica,
Southerm blot ya da PCR gibi molekiiler tekniklerle aktarilan genlerin bitkilerde

kesin olarak bulunup bulunmadig: teyit edilebilmektedir.
2.1.1.1.2. T-DNA bélgesine istenen genlerin klonlanmasi
Bitkilere aktarilmak istenen tarimsal 6neme sahip genler ile isaret genlerinin

Ti-plazmidinin T-DNA bélgesine dogrudan aktarilmasi, Ti plazmidinin biiyiik

hacimli olmasindan dolay: pratikte pek miimkiin olmamaktadir (8). Karsilasilan bu
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Cizelge 2.2. Gen aktariminda kullanilan bazi segici isaret genleri (41)

Isaret Geninin Dayamkhli
Elde Edildigi Saglanan Antibiyotik Isaret Geninin Adx
Organizma veya Herbisit
E.coli Kanamycin Neomycin phosphotransferase 11
Neomycin (NPT I)
G418
E. Coli Hygromicin B Hygromycin phosphotransferase
(Hpt)
Fare Metathotrexate Mouse dihydrofolate reductase
(DHFR)
S.hyroscopicus Bialaphos Phosphinotricin acetyltransferase
Bar geni (Bar)
E.coli Bleomycin Bleomycin
Mutant Sulphonylurea Acetolactate synthase
Arabidopsis ALS geni Herbicides (ALS)

sorunu asmak amaciyla ko-entegratif ve binari (ikili) vektor sistemleri gelistirilmistir.
Ko-entegratif vektér T-DNA bolgesinin bilyiik bir bslimi ¢ikarilmig onun yerine
arac1 plazmide homolog olan bir DNA pargasi yerlestirilmis vektorlerdir. B6ylece
ko-entegratif vektor iceren Agrobacterium'a istenen genleri tasiyan plazmidler
aktarildiginda homolog rekombinasyon ile Ti plazmidinin T-DNA'sina baglanmis
olur (8). Fakat bu yolla istenmeyen DNA pargasi bitkilere gegmektedir. Bu nedenle
kullanim1 yaygin degildir ( 40).

Hoekema et al., (43) tarafindan gelistirilen ikili vektor sistemi hem replikasyon
hem de konjugasyon faktdrlerini igeren birbirinden bagimsiz olarak replike olabilen
ki kiiglik plazmidten olugmaktadir. Bu plazmidlerde T-DNA bolgesi tamamen
¢ikarilmigtir. Ti plazmidi sadece vir bolgesini tagir. Digeri ise T-DNA siir bolgeleri
igersinde bitkilere aktarilmak istenen genleri, segici isaret genlerini tasir (8). Bu

plazmidler gen aktariminda oldukg¢a yaygin kullanilirlar. Hatta siiper ikili vektérlerin
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gelistirilmesi ile tek ¢enekli bitkilere de A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarim

yapilabilmistir (24,26,44).

2.1.2. Adventif siirgiin rejenerasyonu

Bitkiler; izole edilmis bir siirgiin, kok, yaprak, ¢igekler ve hatta organize olmamig
kallus gibi dokulardan biitiin bir bitkiyi yeniden olugturabilme kapasitesine
sahiptirler (45). In vitro kosullarda bitkilerin degisik kisimlar1 besin maddeleri,
hormonlar ve vitaminler gibi kimyasal; 1s1, 151k ve nem gibi fiziksel gereksinimleri
karsilandig1 takdirde kiiltiire alinabilmektedir (46,47). Doku kiiltiirii olarak
adlandirilan bu yontemler farkli amacglar i¢in kullamlmaktadir. Bunlar
mikrogogaltim, sentetik tohum iiretimi, hastaliksiz bitki elde etmek, sekonder
metabolit iiretimi ve 1slah g¢ahigmalant icin adventif siirgiin rejenerasyonunun
olusturulmasi olarak sayilabilir. Ancak, hiicre ve dokulardan siirgiin rejenerasyonunu
bagarabilmek igin uygun eksplantin secilmesi, biiyiimede aktif maddeleri igeren
uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel ¢evre kosullarimn uygun olmasi

gerekmektedir (48-50).

Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin ortamlan bitki biiyiimesi i¢in gerekli olan
makro ve mikro elementler ile enerji kaynag1 olan sekeri igerir. Bu ortamlar agar
ilave edilerek katilagtirilir. Besin ortamina eklenen bitki biiyiime diizenleyicileri de
bitki rejenerasyonunun vazgec¢ilmez ve en Onemli faktorleridir. Genelde, yiiksek
oranda oksin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) bulunan ortamlar kallus olusumunu
tesvik  ederler (51-53). Kallus diizensiz béliinen, organize olmamis hiicreler
kiimesidir (54). Gen aktarimi gibi biyoteknolojik ¢aligmalarin yapilabilmesi i¢in 6nce
kallus kiiltiirlerinin olugturulmas: gerekmektedir (55,56). Sitokininlerin (BA, 2 IP,
Zeatin, Kinetin) bulundugu ortamlarda ise adventif siirgiin rejenerasyonu tesvik

edilir.

Bitki hiicre ve dokulardan in vitro adventif stirgiin rejenerasyonu organogenezis ve

embriyogenezis olarak iki yolla gergeklesmektedir.
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2.1.2.1. Organogenezis

Dollenmeyi takiben meydana gelen zigot, mitotik boliinmeler gegirerek yeni bir
organizma meydana getirebilmektedir. Boliinmelerin devam ettigi siiregte hiicrelerde
meydana gelen farklilagmalar ile canlinin doku, organ ve sistemleri olugsmakta ve bu
asamadan sonra  hiicreler bir degisiklik gegirmeden goérevlerini  yerine
getirmektedirler. Fakat son yillarda yapilan ¢aligmalar ile farklilasan bu hiicrelerin
bozulmamis bir hiicre zar sistemi ve canli bir ¢ekirdege sahip oldugu siirece tekrar
meristematik bir 6zellik kazanarak mitotik bolinme gosterebilecegini ortaya
koymustur. Bu boélinmeler sonunda ya dogrudan adventif siirgiin veya kok
(direk organogenezis) ya da hiicreler y1gint olan kallus ve bu kallustan siirgiin ya da
kok meydana gelmektedir (indirek organogenezis) (57). Indirek organogenezisde
meristematik merkezin olusturularak ardindan siirgiin ve koék olusumundan Once
eksplant belirli bir form ve polaritesi olmayan hiicre yiginlarinin (kallus) olugmasi
icin uyarilir. Direk organogenezisde ise kallus gelisimi olmadan siirgiin gelisimi

gozlenir (27).

Organogenezis ile bitkinin degisik kistmlarindan alinan hiicre ve dokulardan yeni
bitki eldesi miimkiin oldugu i¢in generatif yollardan ¢ogaltiimasi zor olan bitki
tiirlerinin {iretilmesi olanakli hale gelmistir. Organogenezisis diger bir 6nemi ise
bitkilere gen aktariminda basar1 saglanmasi i¢in gerekli olan rejenerasyon yontemini

saglamasidir.

2.1.2.2. Embriyogenezis

Doku kiiltiirli ¢aligmalar1 ile bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku ve
organindan embriyo elde etmek miimkiindiir. Somatik hiicrelerden elde edilen
embriyolara somatik embriyo, adventif embriyo veya vejetatif embriyo adi verilir.
Somatik embriyolarin gelisimi de zigotik embriyolarin gelisimine benzer.
Aralarindaki asil fark elde edilis yontemlerinden kaynaklanmaktadir. Somatik
embriyogenezis igin degisik bitki kisimlari kullamilmakla birlikte 6zellikle

olgunlasmanus zigotik embriyolar 6nemli bir kaynagi olusturmaktadir. Bununla
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birlikte c¢icek kisimlari, anterler, polen ve endosperm dokularimn somatik

embriyogenezis i¢in iyi bir baslangi¢ oldugu bildirilmistir (58,59).

Somatik embriyogenezisin basarisinda eksplant seg¢imi olduk¢a Snemlidir (60).
Bagariy1 etkileyen en 6nemli faktor ise bitkinin genotipidir. Soya (61), musir
(62,63), arpa (64), bugday (65) ve pamuk (66) gibi bir ¢ok kiiltiir bitkisinde
bireysel genotiplerin somatik embriyo olusumunu etkiledigi belirlenmistir. Yonca ile
yapilan bir g¢aligmada da iki genin yiiksek rejenerasyon yetenegi sagladifi
belirtilmistir (67). Besin ortamunin igerigi de etkili fakt6rlerden bir digeridir. Basaril
bir embriyogenezis igin besin ortaminin iyi optimize edilmesi gereklidir (54).
Somatik embriyogenezis, besin ortamia oksin ilavesiyle tesvik edilir (58). En ¢ok
kullanilan oksin 2,4-D'dir (68,50). Embriyo olusumu tesvik edildikten sonra
kiiltlirler ~ biiylime diizenleyicileri igermeyen ortama aktarilir. Bu ortamda

embriyolarin gelismesi ve ¢imlenmesi saglanir.

Bitki tiirti, eksplant ve besin ortaminin igerigine gére somatik embriyogenezis direkt
ve indirekt olmak iizere iki tipte olusur. Direkt somatik embriyogenezis yonteminde
somatik embriyolar hiicre ya da dokudan ara bir kallus olusmadan gelisirler. Indirek
somatik embriyogenezisde ise kiiltiire alinan protoplast ya da eksplantlardan 6nce
kallus olusumu gozlenir, ardindan kalluslar ilizerinde embriyoidler olusur. Embriyo

ve embriyoidler tek hiicreden gelisebildigi gibi hiicre gruplarindan da gelisebilir (27).

Somatik embriyogenezis, yapay tohum iiretimine olanak sagladifi i¢in olduk¢a
onemli bir yontemdir (69). Ayrica indirekt somatik embriyogenezisde somatik
embriyolarin elde edilmesinden 6nce ara bir kallus safhast bulundugu igin
A. tumefaciens ile gen aktariminda kullanilabilmektedir. Gen aktarimi yapilan
hiicrelerden 6nce embriyogenik kallus olusturulmakta ve bu kallustan 6nce
embriyolar, sonrada transgenik bitkiler elde edilmektedir. 4. tumefaciens ile gen
aktarimi1 ve somatik embriyogenezis yonteminin birlikte kullanilmasiyla transgenik

bitkiler elde edilmistir (70-72,11).
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2.2. Kaynak Arastirmasi

2.2. 1. Adventif siirgiin rejenerasyonu ile ilgili calismalar

Bingham et al., tetraploid Medicago sativa L. germplasm kaynagindan elde ettikleri
kallus kiiltiirlerinden yaptiklar1 seleksiyonlar ile rejenerasyon yetenegini yiiksek
cesit gelistirmeyi amaglamiglardir. Hipokotil eksplantlarini 2°ser mg/l NAA, 2,4-D
ve kinetin igeren BO temel ortaminda kiiltiire almiglar ve 28 giin sonra yar1 kati
B0i2Y ortamina transfer etmislerdir. Gelisen bitkicikleri birbirleri ile tozlagtirmak
i¢in seraya almislardir. Rejenerasyon frekansinin %12°den sirastyla %50, %67’ye

¢iktigini bildirmigler, gelistirdikleri geside ise Regen-S adini vermislerdir (73).

Reisch and Bingham, diploid M. sativa tiirlerinde yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda
somatik embriyogenesisin iki dominant genin kontrolinde oldugunu rapor

etmislerdir (67).

Lupotto, yaptif1 ¢alismada yoncanin akdeniz varyetelerinde somatik embriyo
gelisimini belirlemeye ¢aligmistir. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarimi 2 mg/l
2,4-D iceren MS ortaminda kiiltiire almig ve embriyo gelisiminin hormonsuz MS ve
yeast ekstrak igeren ortamlarda oldugunu bildirmigtir. Gelisen embriyolarin bir
kismi bitki olusumunda kullanirken diger kismumi  yeni embriyo gelisimi igin
kullanmistir. Bu embriyonik dokularin gelisim  desenlerini incelemis, bunlarin
zigotik embriyolar gibi ikincil embriyolari olusturma yeteneginde oldugunu ve
Medicago sativa L’nin rejenerasyon yetenegi olan kiiltiirlerinin bitki {iretiminde

kullanabilecegini tartigmstir (74).

Brown et al., Medicago sativa L. tiiriine ait kiiltiir formlarim in vitro rejenerasyon
bakimindan incelemislerdir. Bu amagla 76 Kkiiltiire ait 20°ser tohum kullanmiglar ve
ii¢ agsamadan olusan bir protokol uygulamiglardir. Bu protokol birinci agamada
kallus olusumu i¢in B5 + 2,4-D + kinetin, ikinci agamada embriyo olusumu igin
SH + yiiksek oranda 2,4-D ve son asamada ise embriyo gelisimi igin Bo + yeast

ekstrakt + inositol igermektedir. Brown ve arkadaslari denemeler sonucunda elde
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ettikleri embriyolar1 germplasm kaynagini ve genetik gesitliligi belirlemek amaciyla
incelemisler ve embriyolarmn ¢ogunun M. falcata x Ladak kaynakli oldufunu
bulmugslardir. Kallus olusumu ile germplasm dagilimi arasinda bir ilisgki olmadigin,
embriyo olusumunda segilen ydntemin etkili oldugunu belirtmislerdir. Kendilerinin
kullandiklar1 protokoliin yiiksek rejenerasyon kabiliyetine sahip kiiltiirler i¢in en 1yi
sonucu veren yontem oldugunu bildirmislerdir. Sonuglarina gére M. falcata x
Ladak tabanli kiiltiirlere ait populasyonlarda in vitro rejenerasyon frekansimin daha
fazla arttnlmasim saglayan gen kontroliiniin  laboratuvar  sartlarinda

secilebilecegini onermislerdir (75).

Atanassov and Brown, Medicago sativa nin Kotiledon kokenli hiicre siispansiyonu
ve mezofil II protoplastlarindan bitki rejenerasyonunu basarmak ig¢in bir sistem
gelistirmiglerdir. 6 giinliik hiicre kiiltiirleri enzim karigimi ile kanstinilarak elde
edilen protoplastlar 6nce yiiksek oranda oksin, diisik oranda sitokinin igeren SH
ortaminda daha sonra hormonsuz Blaydes ya da LS ortaminda embriyo olusumu i¢in
kiiltiire almiglardir. Test ettikleri 3 ¢esitten ikisinde embriyo gelisimi oldugunu
gozlemislerdir. Embriyo gelisiminin giiglii bir sekilde genotipe bagl oldugunu ve
embriyo olusumunda kinetinin BAP, 2iP ve zeatine goére daha etkili sonug

verdigini bildirmislerdir (76).

Meijer and Brown, diploid M. sativa tiiriine ait dort alt tiirden elde edilen 19
ekotip ile somatik embriyo gelisimi ve rejenerasyon yeteneginin genotip ge¢mis ile
iliskisini incelemislerdir. Bu amagla iki farkli protokol uygulamiglar ve 3 agamali bir
sistem kullanmiglardir. Caligmalarinin sonucunda iki protokol arasinda anlamli bir
farklilik tespit etmediklerini bildirmislerdir. Genel olarak diploid M. sativa
ekotiplerinde rejenerasyonun diigiik oldugunu ve germplasm kaynag ile yiksek
rejenerasyon frekansi arasindaki korelasyonu tespit edilmesinin miimkiin olamadigini
belirtmislerdir. Falcata alt tiiriin ait ekotiplerin yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip
olduklarini bu nedenle somatik embriyogenesis ve genetik degisiklik ¢aligmalar1 igin

onemli ve ideal bitkiler oldugunu bildirmislerdir (77).
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McKenzie and Walton, Medicago sativa ve M. media tiirlerine ait 10 kiiltiir ve
1slah hatlarinin  hipokotil ve kok eksplantlarni ile yaptiklari embriyogenesis
caligmasinda 3 farkli protokol kullanarak embriyo ve adventif siirgiin
rejenerasyonunu incelemislerdir. Yiiksek oranda 2,4-D, diisiik oranda sitokinin
igeren ortamin en iyi sonucu verdigini, ortam ile embriyo olusumu  arasinda 6nemli
bir farkin oldugunu bulmuslardir. M. media tiiriine ait kiilttir ve 1slah hatlarinda
embriyo olusumunu yiiksek oranda meydana geldigini  g6zlemigler ve genotip ile
ortam arasinda 6nemli bir farklihik bulundugunu istatiksel olarak gostermiglerdir.
Eksplant ile embriyo olusumu arasinda istatiksel  bir farkliligin olmadigim ama
gozlemlerine gore farkliik oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica; basarih bir
rejenerasyonun embriyoid {iretiminin nitelik ve niceligi ile yakindan iligkili oldugunu
bildirmislerdir (78).

Chen and Marowitch, Medicago falcata’nin 17 ekotipin kotiledon, hipokotil, kok ve
yaprak eksplantlarindan elde ettikleri kallus dokularindan somatik embriyo
olusumunu ve bitkicik gelisimini izlemigler. 10 ekotipin rejenerasyon yetenegine
sahip oldugunu, in vitro rejenerasyon kabiliyeti ile genotip arasinda &nemli bir iligki

bulundugunu belirtmislerdir (79).

Ray and Bingham, diploid yonca populasyonlarinda rejenerasyonu saglayan genetik
etkileri incelemislerdir. Populasyonun %10’unda rejenerasyonun ger¢eklestigini
gérmiisler ve yaptiklart incelemeler sonucunda elde ettikleri verilere dayanarak

rejenerasyonun sirali birka¢ gen tarafindan kontrol edildigini rapor etmislerdir (80).

Hermnandez, Rangelander, Moris-Kabul ve 81-120R’nin her birinden segilen S1 ve
F1 dollerini somatik embriyogenesis i¢in gbzlemistir. Sonucta yoncada embriyogenik
kabiliyetin tetrasomik ayrilmig 2 bagimsiz lokus tarafindan kontrol edildigini ve
embriyogenik genotipin olugmasinda bir gendeki 1 veya 2 lehte allelin diger gendeki
3 veya 1 lehte allelle bir araya gelmesi gerektigini bildirmistir. Kallus olusumunun
da dominant bir lokus tarafindan kontrol edildigini ve bu genin 2 allelinin de kallus

diizenlemesinde olmasi gerektigini belirtmislerdir (81).
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Sorenses et al., Medicaga sativa KS10 germplasm kaynagina ait petiol
eksplantlarim1 2 mg/l 2,4-D ve 0, 5 mg/] kinetin igeren ortamda kiiltiire almiglardur.
Kalluslar1 daha sonra hormonsuz ortama (50 gM prolin ve 30 gM alanin igeren)
aktarmiglar ve KS10 bitkilerinin %42 oraninda rejenerasyon kabiliyetine sahip
olduklarim gézlemislerdir. Aym protokolii KS10’dan elde edilen KS206 bitkilerine
uyguladiklarinda rejenerasyonu %71 olarak gergeklestigini, sonug olarak in vitro
rejenerasyon  yeteneginin genetik kontrol altinda ve yiksek oranda kalitsal

oldugunu bildirmislerdir (82).

Suginobu et al., Yonca’da genotip, ortam ve eksplant ¢esidinin kallus ve somatik
embriyo olugumuna etkisini incelemiglerdir. Kiiltlirler ve seg¢ilmis rejenerantlar
arasinda dikkate deger bir farklilik oldugunu, somatik embriyo ve kallus olusum
frekansinin se¢ilmis rejenerantlarda mevcut kiiltiirler veya orijinal kiiltiirlerden ¢ok
daha yiiksek oldugunu gormislerdir. MS ortaminda BO ortamina gore kalluslarin
daha biiyiik oldugunu ama BS5 ortamiyla aralarinda 6nemli bir farlilik bulunmadigim
tespit etmislerdir. En fazla somatik embriyoyu MS ortamindan elde etmislerdir.
Hipokotil eksplantinin en genis kalluslart  verdigini, eksplant-ortam, eksplant-kiiltiir
arasindaki etkilesimin 6nemli oldugunu gérmiislerdir. Somatik embriyo olusum
frekansinin en iyi govde eksplantindan elde etmislerdir. Sonug olarak somatik
embriyo olusumunda genotipik ge¢misin ortam, eksplant kaynagi gibi faktorlere
oranla ¢cok daha kritik bir faktor oldugunu bildirmislerdir (83).

Takamizo et al., 26 ¢esit kullanarak yaptiklari somatik embriyo olusumu
denemelerinde 3 Japon ¢esidinde somatik embriyo olusumunun disiik oldugunu
belirlemislerdir. Bunlardan bir tanesini model bitki olarak kullanarak inat¢: kiiltiirler
i¢in iyi bir rejenerasyon protokolii gelistirmeyi amaglamislardir. 4 ortami (B2, B5h,
UM, SH) somatik embriyo olusumu agisindan karsilastirmiglar. Sadece UM
ortaminda embriyo olustugunu gézlemislerdir. 2 mg/l 2,4-D igeren UM ortaminda 4
sitokinin (BA, 2ip, kinetin, zeatin) etkisine baktiklarinda BA’nin hem kallus
olusumu hem de somatik embriyo olusumunda cok daha etkili oldugunu
bildirmiglerdir. 2,4-D ve BA’in farkli kombinasyonlarinda ise 4 mg/l 2,4-D iceren

ortamda embriyo miktarinin 4 kez daha fazla olustugunu belirlemislerdir (84).
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Kielly and Bowley, M. sativa’ya ait ii¢ embriyogenik, bir embriyogenik olmayan
genotiplerini kullanarak somatik embriyogenesiste etkili olan genetik kontrolii
belirlemeye ¢aligmiglardir. Embriyogenik x embriyogenik ve embriyogenik x
embriyogenik olmayan genotipleri ¢aprazlamiglar elde ettikleri S1 ve BCl’leri
in vitro rejenerasyon igin degerlendirmislerdir. Somatik embriyogenesisin dominant
iki lokusun kontroliinde oldugunu ve her li¢ rejenerasyon yetenegi yiiksek genotipin

genel bir genetik sistemi paylagtiklarini gérmiiglerdir (85).

Parrott and Bailey, 300 M. sativa genotiplerinden elde edilen kallus kiiltiirlerinden
olusan somatik embriyolardan yeniden embriyo gelisimini arastirmiglardir. Yaprak,
petiol, internod eksplantlarimi 2 mg/l NAA, 2mg/l indol-3-asetikasit ve 3,2 mg/l
kinetin igeren Blaydes ortaminda kiiltiire almiglar ve 5 genotipte somatik embriyo
olugsumu oldugunu gézlemislerdir. Bu embriyolar1 hormonsuz MS (B5 vitaminlerini
iceren) ortamina transfer etmisler ve her hangi bir kallus safhasi olmadan yeni
embriyolarin  direkt olarak olustugunu bildirmiglerdir. Ortamdan seker
uzaklastirildiginda ise embriyo olugumunun durdugunu belirtmislerdir. Bu sistemin
yeni gen aktarim sistemlerinin ve yapay tohum {iretiminin gelistirilmesi i¢in bir

avantaj oldugunu sdylemislerdir (86).

Scarpa et al., yaptiklar1 ¢alisma ile Italya’da yetisen Medicago polymorpha yabani
tiirline ait 17 ekotipin doku kiiltiiriine verdigi cevabi degerlendirmislerdir. Bunlardan
ikisinin 1 mg/l 2iP ve 0.1 mg/l IAA igeren ortamda en yiksek rejenerasyonu
gosterdigini belirtmislerdir. Eksplant kaynagmin etkili oldugunu, en iyi sonucun

hipokotil eksplantindan elde edildigini bildirmiglerdir (87).

Hammad et al., iki yonca varyetesi ile yaptiklar1 ¢alismada yedi giinliik fidelerden
aldiklan1 yaprak, gévde ve kok eksplantlarim1 6 farkli ortamda kiiltiire almaslardir.
Kallus olusumunun tiim ortamlarda meydana geldigini fakat embriyo elde edilmesi
i¢in prolin ve glutaminin gerekli oldugunu gozlemiglerdir. Prolinin glutaminden
daha yiiksek oranda embriyogenesisi uyardiini ve yaprak eksplantinin her zaman en

iyi sonucu verdigini belirtmiglerdir (88).
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Okumura et al., M. sativa’'min dort kiiltiiriinde 7 farkhi eksplant (K6k ucu, kok,
hipokotil, kotiledon ucu, gévde ucu, petiol ve yaprak) kaynag:i kullanilarak eksplant
kaynaginin somatik embriyogenesise etkisini aragtirmiglardir. Kallus olugsumu igin
eksplantlari SH + 5,0 mg/l 2,4-D + 0,2 mg/l kinetin ortaminda kiiltiire almiglar ve
embriyo olugturan kalluslart 50 mM prolin ve 11.2 mM amonyum siilfat igeren
SH ortamina transfer etmislerdir. Gévde ucunun %78 ile en yiiksek oranda embriyo
olusturdugunu bunu hipokotil (%68) eksplantinin izledigini fakat yaprak, kok, kék
ucu eksplantlarinda bireysel olarak %80’nin {izerinde embriyo olusumu oldugunu
rapor etmislerdir. En diigiik embriyo tiretimini %15 ile kotiledon eksplantinda
bulmuslar fakat 7 eksplant kaynagindan olusan somatik embriyo sayisinda

istatistiksel olarak énemli bir farklilik bulunmadigini bildirmislerdir (89).

Lai and McKersie, kiitlesel somatik embriyo iiretimi {izerine M. sativa ile bir
calisma yapmuiglardir. Petiol eksplantlarini kallus olusturmak amaciyla 1,0 mg/l
2,4-D, 0,2 mg/l kinetin iceren SH ortaminda 14 giin siireyle kiiltiire almislar,
daha sonral,0 mg/l 2,4-D bulunan BS5g sivi ortamina transfer etmiglerdir. 7 giin
arayla alt kiiltiire aldiklan stispansiyonlar1 Boi2y kati ortamina yayarak embriyo
gelisimini gozlemislerdir. Yapay tohum iiretiminde embriyo iiretimini arttirmak

icin alternatif bir metod olabilecegini belirtmislerdir (90).

Kraic et al., adventif siirgiin rejenerasyonu igin M. sativa tiiriine ait yaprak, petiol,
gbvde eksplantlarint kallus gelisimi amaciyla 8,0 mg/l 2,4-D, 8,0 mg/l kinetin,
0,5 mg/l NAA iceren GMK ortaminda kiiltiire almislardir. GMK ortami BS ortami
modifiye edilerek olusturulmugtur. Daha sonra eksplantlar 0,2 mg/l BAP iceren
B5 ortamina ve sirasiyla hormon igermeyen GMK ve GMZ ortamlarina aktarmislar

ve yesil yapili kalluslardan stirgtin gelisimi oldugunu gozlemislerdir (91).

Ivanova et al., M. falcata hatlarinda direkt somatik embriyogenesis siiresince
icsel hormon diizeylerini incelemiglerdir. Bu amagla in vitro yetistirilen
farkli embriyogenik kapasiteye sahip M. falcata hatlarmin ilk yapraklarinda
icsel IAA, ABA ve sitokinilerinin  seviyelerini  degerlendirmislerdir.

Hizli embriyogenik olusumun yiksek IAA ve disik ABA seviyesiyle iligkili
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oldugunu, sitokinin igeriginin énemli farklilia neden olmadigini gozlemislerdir.
Embriyogenik potansiyelin a¢iga ¢ikarilmasi i¢in biiylime diizenleyicileri arasindaki

orantimin  énemli oldugunu belirtmiglerdir (92).

Moursy et al., M sativa cv. Ismailia’nin petiol, gévde, yaprak ve kotiledon
eksplantlarini farklt bityiime diizenleyicileri iceren ortamlarda kiiltiire almislar  ve
2,0 mg/l 2,4-D ve 1,5 mg/l kinetin igeren ortamin kallus olusumunu i¢in en iyi
ortam olduunu gérmiislerdir. Caligmalarinda 8 protokol kullanmislar kallus
ve siirglin olugumunun gozlendigi petiol eksplantlarimi 0,1 mg/l NAA ve
1,0 mg/l BA eklenen MS ortaminda kiiltiire almuglardir. 10 cm uzunluguna
ulasan rejenere bitkicikleri biiyiime odasinda topraga aktarmuslar iki hafta sonra

20 em’ye ulagan bitkileri seraya almuglardir (93).

Romagnoli et al, Pampeana’dan toplanan M. sativa R11 genotipinde somatik
embriyo tretimini amaglamislardir. Kallus olusumu igin yaprak eksplantlarim
oksin igeren alti farkh ortamda kiiltiire almiglar embriyo iretimi igin en iyi sonucun
MS + 10 gM 24-D + 4.6 q M kinetin ortamindan alindigimi bildirmislerdir.
Kalluslar1 daha sonra 10-20 mM NH4 + 30 mM prolin iceren MS ortamina transfer
etmiglerdir. Petri bagina 500°den fazla embriyo {iiretmeyi basarmuslardir.
Bitki gelisimi i¢in embriyolann MS ve yari1 MS ortamlarina aktarmuslardir. Rejenere

bitkiciklerinin R11 genotipine benzediklerini bildirmislerdir (94).

Ozgen vd. “Elgi” ve “Mesa-Sirsa” yonca g¢esitlerinde, c¢imlendirme ile elde
edilen fidelerden alman sapgiklarda, in vitro kosullarda siirgiin olusumu
saglamiglardir. Sapgiklar farkhh konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren
MS ortaminda biyiitilmistir. Siirgin - sayisi, en fazla “El¢i” gesidinde
2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA; “Mesa-Sirsa” ¢esidinde ise, 1 mg/l BAP ve
0.2 mg/l NAA igeren kiiltir ortamlarindan elde edilmistir. Kiiltiir ortamina
ilave edilen IBA oranimin artinlmas: ile koklenme miktar1 %80-90 oranina
ulagmistir. Bununla beraber, “Elgi” ¢esidinin her bir siirgiinde ortalama

k6k uzunlugu, “Mesa-Sirsa” ¢esidinden daha fazla bulunmugtur. Kiltiir
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ortaminda {iretilen siirgiinlerde somatik kromozom sayilarinin degismedigi

goriilmiistiir (95).

Kepczynski et al., yonca’da methyl jasmonate (JA-Me) ve ABA biiylime
diizenleyicilerinin  somatik embriyo olusumuna etkilerini  incelemiglerdir.
Yaptiklar1 calismada 5, 50, 450 pikomol igeren dozlarda hormon kullanmiglar
ve kallus agulifi, olusan somatik embriyo sayisina gore degerlendirme
yapmiglardir. Buna gore; JA-Me ve ABA’min somatik embriyo olusumunu
azalttigim1 ve JA-Me’nin kallus gelisimi ve embriyo olusumunda ABA’dan daha

az etkili oldugunu bildirmislerdir (96).

Iantcheva et al., yabani yonca tiirlerinde direkt somatik embriyogenesis basit ve izl
sekilde tUretimi icin prosediir gelistirmislerdir. Meristematik kisimlari igeren
eksplantlar1 farkli konsantransyonlardaki TDZ ve BAP igeren ortamlarda kiiltiire
almiglardir. 11k somatik yapilarin 20 giin sonra meydana geldigini gozlemiglerdir.
Rejenere olan bitkilerin diigiik seviyede makroelement ve seker igeren ortamlarda
kiiltire edildikten sonra seralara adaptasyonunun kolaylikla gergeklestigini
bildirmislerdir. Diploid tek yillik yoncalarda TDZ ve BAP’1n yiiksek oranda somatik

embriyogenesisis olusmasinda etkili oldugunu soylemislerdir (97).

2.2.2. Gen aktarim ile ilgili calismalar

Soyler, yonca bitkisinin Bilensoy, Bitlis, El¢i, Kayseri, Mesa-sirsa, Nitro, Peru ve
Verco gesitlerine ait farklh eksplantlarin in vitro sartlarda A. tumefaciens’e karst
duyarhiliklarim belirlemeye ¢alismistir. Bakterinin tiimér olusturma yetegeneginin
¢esit ve eksplanta gore farklilik gosterdigini belirlemistir. Non-onkogenik
A. tumefaciens hatlanyla yoncaya gen aktariminda A281 hattindan tiireyen bakteri

hatlar ile hipokotil ve yaprak eksplantlarinin tercih edilmesini 6nermistir (98).

Deak et al., rejenerasyon kabiliyeti yiiksek Medicago varia A2 genotipinde
A. tumefaciens aracilifiyla transformasyon ¢alismasi yapmuglardir. Siirgiin

kisimlarini kanamisine dayamikliik saglayan pGA471 plazmidini tasiyan bo42
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hatti ile muamele etmisler dayamikli bitkilerin yesil kalluslardan ve g6vde

parcalarinda meydana geldigini belirtmislerdir (99).

Damiani, baklagil yem bitkilerinin ¢esitli tiirlerine kanamisin ve higromisin
antibiyotiklerine dayamiklilik genlerini tasiyan vektorleri iceren A. rhizogenes
ve A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarimi yapmistir. Calismasinda M. sativa’ dan
kanamisine dayanikli transgenik bitkiler elde etmesine ragmen M. arborea,
Lotus corniculatus, L. tenuis, Onobrychis viciifolia tiirlerinden transgenik bitki
elde edemedigini bildirmigtir. Transformasyon etkinliginin Agrobacterium

hattindan etkilenmedigini gézlemlemistir (100).

D’ Halluin et al., A4. tumefaciens araciifiyla M. sativa’nin RA-3 hattina gévde ve
petiol eksplantlarim  kullanarak transformasyon sistemi gelistirmiglerdir.
Bu yontemle herbisitlere dayamklilifi saglayan ve 3 isaret genini tagtyan
DNA pargasimi aktarmayr basarmuslardir. Elde ettikleri 59 transgenik bitkiyi

tarla sartlarinda analiz etmislerdir (11).

Hill et al., 5 yonca gesidinden sectikleri genotiplerden Agrobacterium araciligiyla
gen aktannmi  yoOntemiyle 100’den fazla transgenik yonca  bitkisi
elde etmislerdir. Elde ettikleri transgenik bitkiler kanamisine direnglilik geni
ve yonca mozaik virtisi kilif proteini tagimaktadir. Yaprak proteininin her
miligramminda 500 ng kilif proteini igeren bitkilerin yonca viriisine kars

dayanikli oldugunu bildirmiglerdir (101).

Pezzotti et al.,, M. sativa’min somatik embriyogenesis ile segilen  rejenerasyon
kapasitesi yliksek genotipleri ile Agrobacterium aracihigiyla transformasyon
¢alismas1 yapmislardir. Caligmalarinda pKan3A plazmidi ve NPTII genini tagiyan
ikili vektorleri igeren At81 bakteri hattim kullanmiglardir. Gévde pargalarini bakteri
ile muamele etmisler ve kanamisine dayamkli kallus elde etmislerdir. Bitki
rejenerasyonunu ise sadece antibiyotik igermeyen ortamlarda basarabilmiglerdir.
Genetik transformasyonu DNA-DNA hidridizasyonu ve enzimatik tahlil yéntemleri

ile belirlemislerdir. Mezofilll protoplastlari, yaprak kalluslar1 ve gen aktarilan
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bitkilerin S1 d6lleri kanamisinin varliginda yetistirilmis ve somatik hibridizasyonda

kanamisine dayanikli bitkilerin kullanilabilirligini tartismiglardir (102).

Thomas et al., Medicago truncatula ile kanamisine dayaniklilik genlerini tasiyan
ikili ve non-onkogenik ti plazmidi iceren A. tumefaciens hatlarim kullanarak gen
aktarim c¢alismalarinda fertil transgenik bitkiler elde ettiklerini bildirmislerdir.
Sonuca ulagmada rejenerasyon protokolii ve kullanilan eksplantin rejenerasyon
_yeteneginin etkili oldugunu fakat Ri plazmidin T-DNA’s1 {izerindeki genlerin
somatik embriyogenesisi olumsuz etkiledigini bu nedenle sadece T-DNA bélgesi
bulunmayan non-onkogenik Ti plazmidi veya rol A geni inaktif edilmis Ri plazmidi
iceren hatlarla muamele edilen dokularda transgenik bitki rejenerasyonu
gozlediklerini belirtmislerdir. Fertil transgenik bitkileri sadece non-onkogenik
A. tumefaciens ile yaptiklar1 denemelerden elde ettiklerini ve NPT II genini

R1 doliine aktardiklarimi rapor etmiglerdir (103).

Masoud et al., elde ettikleri transgenik yonca bitkisine ait yapraklarda 8-1,3
glukanaz aktivitesinin kontrol bitkisi yapraklarindan 10 kat daha fazla oldugunu
bulmuglardir. Yapisal olarak pek ¢ok bitki kitazimin fazla  ekspresyonunun ve
B-1,3 glukanazin transgenik  bitkilerinin  fitopatojenik  funguslara Kars
direngliliklerinin artt1i§1 bilinmektedir. Bu transgenik yonca bitkilerinin de bir ¢ok

fitopatojenik fungusa kars1 dayamikliliginin arttifin1 tespit etmislerdir (104).

Du et al., yonca’nin kiiltiirti yapilan {i¢ embriyogenik klonu (A70-34, RA3 ve C2-4)
ile gen aktariminda bitki genotipinin etkisini aragtirmislardir. Calismalarinda petiol
ve govde eksplantlarim ve  farkli vektorleri igeren Agrobacterium hatlarim
kullanmislardir. Sadece C2-4 embriyogenik klona ait petiol eksplantindan 24 adet
transgenik aday bitki elde etmislerdir. C2-4 klonu genotipinin diger klonlardan ¢ok
farkl1 oldugunu ve C2-4 bitkilerinin daha kalin gévde ve petiollere sahip oldugunu ve
boceklere ve hastaliklara daha toleranslt olduklarini belirtmislerdir. Bu faktorlerin

transformasyonda etkili olabilecegini bildirmislerdir (105).
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Desgagnes et al., M. sativa’nin rejenerasyon yetenegi yiikksek ii¢ genotipinden elde
edilen 11 1slah hatti ile gen aktarim g¢alismast yapmislardir. Caligmalarinda CS58,
A281, LBA4404 Agrobacterium hatlarim kullanmislardir. Deneme sonucunda
PCR ve southern hibridizasyon yontemleri ile yaptiklari analizlerde ti¢ genotipten de
transgenik kallus ve transgenik bitki elde ettiklerini rapor etmiglerdir. Genotiplerin
kullanilan bakteri wrklar1 ve vektorlere farkli cevaplar verdigini bu nedenle iyi bir
transformasyon i¢in genotip-bakteri irki-vektér kombinasyonunun énemli oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, kanamisinin transgenik olmayan materyalin elimine

edilmesinde oldukga etkili oldugunu bildirmislerdir (106).

Samac, A. tumefaciens aracih@iyla M. sativa’nin 9 farkli kaynaktan gelen ticari
cesitleri ile transformasyon galismasi yapmistir. Calismasinda GUS ve NPTII
genini tagiyan ikili vektorleri iceren 3 hat ile A208, A348, A281, A136 yabani
bakteri irklarimi kullanmugtir. 2 haftalik kék ve kotiledon eksplantlarini bakteriler
ile inokiile etmistir. Elde ettigi sonuglara gore doku kiiltiiriinde germplasm
kaynagimin, Dbitki transformasyonunda bakteri wrkinin yiiksek oranda  etkili

oldugunu belirtmigtir (107).

Pereira and Erickson, yonca’da partikiil bombardimani y6ntemiyle transgenik
bitkiler elde etmeyi basarmiglardir. Yaprak sapr ve govde eksplantlarindan
elde ettikleri kalluslara gen aktarmiglar ve kanamisin igeren Boi2Y ortaminda
kultiire almiglardir. Caligmalarinda sadece bir sistemde 7 transgenik bitki elde

ettiklerini agiklamiglardir (108).

Ninkovic et al, yonca’da tekrarlamali somatik embriyogenesis yontemiyle
cogaltilan embriyolara genetik transformasyon konulu bir arastirma yapmusglardir.
Arastirmalarinda tekrarlamali embriyo {iretilen kiiltlirlerde 5-7 mm uzunluga
gelen somatik embriyolart tek tek ayirarak yaralamiglar ve bakteri ile muamele
etmislerdir. Daha sonra embriyolan litrede 40 g sukroz, 1 g yeast ekstract ve
0,05 mg BA iceren kati1 ortamda kiiltire almiglardir. Ayrica transgenik klonlari
belirlemek i¢in 100 mg/l kanamisin ilave etmisler ve southern blot, NPT II

ve GUS analizleri ile transformasyonu belirlemislerdir. Somatik embriyogenesisi
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temel alan bu transformasyon/ rejenerasyon sisteminin transgenik yonca hatlarinin

elde edilmesinde uygun olabilecegini bildirmislerdir (109).

Chabaud et al., A. tumefaciens LBA4404 hatt1 ile M. truncatula’nin 3 genotipine
gen aktarim ¢alismast yapmiglardir. Somatik embriyogenesis ile Jemalong
kiiltirtintin ~ iki  genotipinde rejenerasyon ve transformasyon protokolii
olusturmuglardir. Bu protokolii kullanarak 4-10 ay igerisinde transgenik bitkiler
elde ettiklerini bildirmiglerdir. Caligmalarinda MtENOD12 erken nodilin promotoru
ve gus raportdr geni arasindaki bir kimerik  fuzyonu M. truncatula’a da ortaya
¢ikartmiglar ve transgenik bitkilerin takibinde  koklerdeki simbiyosis-6zel gen

tiriinlerinden bilgi saglanabilecegini belirtmiglerdir (110).

Trieu and Harrison, M. truncatula cv Jemalong igin 2.5 ay igerisinde transgenik
bitki elde edilmesini saglayan hizli bir transformasyon ve rejenerasyon sistemi
gelistirdiklerini bildirmiglerdir. Calismalarinda kotiledon eksplantim kullanmiglar
ve direkt organogenesis ile transgenik bitki rejenerasyonu saglamislardir.
Transfomasyon islemini ikili vektdr igeren LBA4404 A. tumefaciens hattim
kullanarak ger¢eklestirmislerdir. Transgenik bitkilerin Ignitu herbisitine kars1 yliksek
dayanikliliga sahip oldugunu bu nedenle ticari uygulamalarda kullanilabilecegine

isaret etmislerdir (111).

Trinh et al, iki diploid Medicago hatt1 ile basit ve etkili rejenerasyon
ve transformasyon protokolu olusturduklarim bildirmiglerdir. Tek yillik
M.truncatula R108-1 ve ¢ok yilhik M. sativa ssp. falcata Arcangeli PI. 564263’
yiiksek embriyogenik genotipler olarak belirledikten sonra yaprak eksplantlarim
A. tumefaciens ile muamele etmislerdir. Biitiin eksplantlardan 3-4 ay igerisinde
fertil transgenik bitkiler iirettiklerini ve bu protokoliin baklagil bitkiler icerisinde
simdiye kadar rapor edilen en etkili ve en hizhi transformasyon protokolii

oldugunu belirtmislerdir (19).

Kamate et al, M. truncatula’ min iki hattinda ¢icek kisimlarimi kullanarak

A. tumefaciens aracilifiyla  gen aktarimi yapmuslardir. Kullandiklan cigek



30

sisteminden canli hiicrelerde renk olusturan gft raportdr geni tasiyan transgenik
bitkiler elde etmislerdir. Bu yontemin zaman kazandirdiii ve ana
bitkilerin serada daha kii¢iik alanlarda yetistirilmesini sagladigin1 bildirmiglerdir.
GFT proteininin zehirli etkisi olmadifim ve. rejenere bitkilerin belirlenmesinde

gft raportdr geninin kullanilabilecegini rapor etmislerdir (112).

Shao et al., M falcata’min tetraploid embriyogenik hatlarinda iki  farkh
rejencrasyon sistemi kullanarak hizli ve etkili bir transformasyon sistemi
gelistirmeyi amaclamiglardir. Yaprak eksplantlarini A. tumefaciens ile muamele
ettikten sonra kanamisin igeren ve 2,4-D, kinetin ilave edilen MS (MSH) ve
Bsh ortamlarinda  kiiltire  almuglardir. MS’li  ortamdakileri hormonsuz
MS ortaminda alt kiiltiire almiglar her iki sistemde de rejenerasyon siiresini
kisaltmak ve embriyo gelisimi igin Boi2y ortamina gegirmislerdir. Burada
olgunlasan embriyolar1 bitki gelisimini tegvik etmek igin hormonsuz
MS ortamina almislardir. Transgenik bitkicikleri MSH sisteminde 10-14 haftada,
Bsh sisteminde ise 12-16 haftada {iretmislerdir. MSH sisteminin baklagil tiirlerinde
bugiine kadar bildirilen transformasyon sistemlerinden daha hizli oldugunu
ve transformasyonu southern blot hibridizasyonu, PCR analizleri ile
onayladiklarim bildirmislerdir. Calismalarinda kullandiklar1 2,4-D ile muamele
edilmis gusA yapilarinin transformasyonun belirlenmesinde kullanilabilirligini

gostermislerdir (113).

Farago et. al., yonca’da besin kalitesini arttrmak ve hastaliklara direngliligi
saglamak amaciyla A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarim ¢aligmasi yapmuglardir.
Rg9/1-14-22 yonca hattimn yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip petiol
eksplantlarin farkli vektorleri tasiyan A. tumefaciens hatlariyla ko-kiiltiivasyona tabi
tutmuglardir. Somatik embriyogenesis yoluyla rejenerasyonu saglamiglar.
Eksplantlar1 kanamisin igeren ortama aktararak transgenik adaylari belirlediklerini
bildirmislerdir. Virtslere dayaniklilig1 ve besin kalitesini arttiran genleri tastyan 19
ve 20 transgenik bitki elde ettiklerini ve bunlari PCR ve farkli biyolojik prosediirlerle
teyit ettiklerini belirtmiglerdir (114).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Cimlendirme ve siirgiin rejenerasyonu ortamlarini optimize etmek i¢in baslangigta
Verco ¢esidi kullamlmigtir. Daha sonra tiim ¢esitler (Kayseri, Hemedan, Nitro
alfalfa, Peru, Bitlis, Kalender, Elgi, El¢i:13, El¢i:45, El¢i:28-A) denenmis ve en iyi
sonug veren ¢esit ile gen aktarimi denemelerine devam edilmistir.

3.1.2. Bakteri materyali

Calismada, Cizelge 3.1'de verilen non-onkogenik bakteri hatlari kullamlmustir.

Cizelge 3.1. Bakteri hatlar1 ve 6zellikleri (115,116)

Bakteri Hatt Yardimc Plazmid Vektor Bitki
(Segcici Antibiyotik) | (Secici Antibiyotik) Seleksiyonu
km
2260 pGV 2260 p35S GUS-INT (50-100 mg/l)
(100 mg/1 rif) (50 mg/1 cb) (50 mg/1 km)
km
. p35S GUS-INT
EHA105 TiBo542 50-100 mg/1
pIBo (50 mg/l km) ( mg/)
LBA4404 pAL 4404 pRGG bar fos
(100 mg/1 rif) (25 mg/1 km) (0,5-10 mg/1)

rif: rifampisin, cb: karbenisilin, km: kanamisin, fos: fosfonitrisin,
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3.2. Metot
3.2.1. Bitki doku Kkiiltiirleri
3.2.1.1. Genel doku Kkiiltiirii sartlan

Denemelerde %3 sukroz igeren ve % 7'lik agar (Type A, Sigma) ile
katilagtirilan MS (117), Bsh (76), SH (118) ve BOi2Y (76) ortamlar1 temel
besin ortami olarak kullamlmistir (Cizelge 3.2). Ortamlar ¢ift distile
saf su kullamilarak hazirlanmigs olup gerekli durumlarda besin ortamlarina
farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir.
Besin ortamlarimin  pH’1 IN NaOH ya da IN HCl kullanarak 5,8’e
ayarlanmistir. Besin ortamlarmin  sterilizasyonu 1.2 atmosfer basing altinda,
121°C de 20 dakika otoklavlanarak yapilmigtir. Denemeler 3 tekerriirlii
kurulmus ve her petriye (100 x 10 mm’lik) 10 eksplant yerlestirilmigtir.
Tim  kiiltiirler 25 °C de 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiotta 35u Em’s?
florasan 1s1ginda, kiltiir odasinda buyiitlilmiistiir. Tiim doku kiiltiirii ¢alismalar
steril kabin icerisinde yapilmig olup, kullanilan alet ve ekipman Onceden

steril edilmistir.

3.2.1.2. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Aragtirmada kullanilan tiim Dbiliyiime diizenleyicileri Sigma Chemical Co.
ya da Merck’den temin edilmistir. Biiylime diizenleyicileri uygun
¢oziicilerde c¢oziildikten sonra saf su ile istenilen miktarda ve oranda
stok soliisyonlar hazirlanmigtir  (Cizelge 3.3). Biiyiime diizenleyicileri,
ortamlar otoklavda steril edilmeden 6nce ilave edilmistir. Hazirlanan

stok soliisyonlar +4°C'de 4-6 hafta saklanmistir.
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Cizelge 3.2. Calismalarda kullamilan ortamlarda bulunan besin maddeleri ve

konsantrasyonlari
ORTAMDA BULUNAN KONSANTRASYONU (mg/1)
MADDELER ‘ |
MS Bsh SH Boi2Y
Makro Elementler
KNO3 1900 3000 2500 1000
KH,PO,4 170 - - 300
KCI - - - 65
NH;NO; 1650 - - 1000
NH4H2PO4 - - 300 -
(NH4)2S04 - 134 - -
MgS0O47H,0 370 500 400 35
CaCI; 2H,0 440 150 200 -
Ca(NO3)24H20 - - - 347
NaH2P0O4.H20 - 150 - -
Mikro Elementler
KI 0,83 0,75 1,00 0,80
H;BO; 6,20 3,00 5,00 1,60
MI’ISO4.4H20 22,30 = - -
MnSO4H,O - 10,00 10,00 4,40
ZnS0,47H,0 8,60 2,00 1,00 1,50
Na;Mo0,42H,0 0,25 0,25 0,10 -
CuS0O45H,0 0,025 0,025 0,20 -
CoCI; 6H,0 0,025 0,025 0,10 -
FeSO,4.7H,0 27,85 27,80 15,00 27,80
Na,EDTA.2H,0 37,25 37,00 20,00 37,50
Vitaminler ve Aminoasitler
Myo-Inositol 100,00 100,00 1000,00 100,00
Nicotinic Acid 0,50 1,00 5,00 0,50
Pyrotinic Acid 0,50 1,00 0,50 0,10
Thiamine-HCI 0,10 10,00 5,00 0,10
Glicine 2,00 - - 2,00
L-glutamine - 800,00 -
Serine - 100,00 -
L-glutathionre - 10,00 -
Yeast extract - - - 2000,00
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Cizelge 3.3. Kullanilan biiyiime diizenleyicileri ve ¢oziiciileri

Biiyiime Coziicii Saklam&(t)(lj(osullan
Diizenleyicileri

Oksinler

2,4-D 1N NaOH veya % 100’liik etanol +4

NAA IN NaOH +4
Sitokininler

TDZ DMSO +4
Kinetin 1 N NaOH +4
Adenin 1 N NaOH +4

BAP 1 N NaOH +4

3.2.1.3. Tohumlarin yiizey-sterilizasyonu ve ¢cimlendirilmesi

Caligmalarda kullanilan yonca ¢esitlerine ait tohumlarin ylizey sterilizasyonu
% 70'lik ticari ¢amagir suyunda (Axion) 30 dakika manyetik karistiricida gevrilerek
yapilmigtir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez S'er
dakika durulama islemine tabi tutulmustur. Steril edilen tohumlar MSO besin ortami
iceren steril magenta ya da kii¢iik cam kavanozlarda 24 °C’de 16 saat 1g1k ve 8 saat

karanlik fotoperiyotta ¢imlendirmeye alinmiglardir.

3.2.1.4. In vitro'da yetistirilen fidelerden eksplant izolasyonu

Yoncaya ait hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 8-10 giinliik, yaprak, yaprak sapi
ve govde eksplantlar1 ise 15-20 glinlik steril sekilde yetigtirilen fidelerden
elde edilmistir. Eksplantlarin her biri 5-6 mm uzunlugunda parcalara ayrilarak
rejenerasyon ortamina konmustur.

3.2. 1. 5. Rejenere olan yonca siirgiinlerinin koklendirilmesi

Rejenere olan siirglinler bulunduklari ortamda (MSO besin ortam1) koéklenmeye

baslamiglardir. Burada koklenen siirglinler daha sonra iklim odasinda kompost
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igeren kii¢iik saksilara alinmistir. Birkag giin yiiksek nemde (% 90) tutularak fidenin

hem dis sartlara uyumu hem de kok sisteminin gelismesi saglanmugtir.

3.2. 2. Bakteri kiiltiirleri
3.2.2.1. Bakteri kiiltiirlerinin bityiitiilmesi

Stvi bakteri Kiiltiirlerinin bilyiitiilmesine, -80 °C'de depolanmig olan gliserol
stoktan steril bir lup yardimiyla bir par¢a alnarak veya +4 °C'de NA (Nutrient
Agar; Lab-Lemco' Powder 1,0 g/l; Yeast extract 2,0 g/l; Peptona 5,0 g/l;
Sodium chloride 5,0 g/l; Agar 15,0 gl) ve segici antibiyotikler igeren
(Cizelge 3.4) 9 cm’lik  petrilerde saklanan bakterilerden tek koloni alinarak
baglanmistir. Bakteri kiiltiirleri 10 ml NB (Lab-Lemco' Powder 1,0 g/l; Yeast
extract 2,0 g/l; Peptona 5.0 g/l; Sodium chloride 5,0 /1) ve secici
antibiyotikler igeren (Cizelge 3.4) 50 ml'lik steril tuiplerle kiiltiire alimnuslardir.
Bakteriler bir gece ya da istenilen biiyiime elde edilinceye lkadar 28 °C,

150 devir/d'da inkiibatérde biiylitiilmiigtiir.

Yeniden bireysel koloniler elde etmek igin; .biiyiiyen sivi bakteri kiiltiiriinden,
steril bir lup yardimyla alinan bakteriler NA ve gerekli. antibiyotikler igeren
(Cizelge 3.4) agarli besin ortami iizerine yayilmistir. Bu baktéri kiiltiirlerini
iceren petri kutulari ters cevrilerek 28 °C'de inkiibé edilmigtir. ki gin
icerisinde kolonilerin olugumu gozlenmigtir. Tum c¢alismalar kontaminasyonu

Onlemek igin steril kabin icerisinde yapilmigtr,
3.2.2.2. Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi
Stvi bakteri kiiltiirti ve % 40 gliserol igeren NB ortami esit miktarlarda alinarak

2 ml’lik kryogenik tiiplerde karstirldiktan sonra -80 °C'de muhafaza edilmistir.

Bu sekilde bakterileri 10 yil muhafaza etmck miimkiin olmaktadir. Kisa siireli
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muhafaza icin kati besin ortaminda, biiyiitilen bakteri kiltiirleri ters. ¢evrilmis
halde +4°C'de buzdolabinda 4-6 hafta saklanabilmistir. '

3.2.2.3. Antibiyotiklerin kullanim

Antibiyotiklerin  stok  soliisyonlar1  hazirlandiktan  sonra  sterilizasyon
icin mikrofiltrelerden (0,22 pum) gecirilmistir. Sivi ortamlara antibiyotikler
direk olarak eklenmis, agarli ortamlara ise ortam 1sis1 45°C'ye diistiikten sonra
ilave edilmistir. Kullanilan antibiyotikler, kullanim oranlari, ¢6ziiciileri ve saklama

kosullari Cizelge 3.4 ve 3.5 'de verilmistir,

Cizelge 3.4. Agrobacterium tumefaciens hatlarimin biiyiitiilmesinde kullanilan
antibiyotikler ¢oziiciileri ve saklama kosullart

o, Kullanim o AT Saklama
Antibiyotikler Otanlar Stok ( mg/ml) | Coziiciileri Kosullar: °C
Rifampisin 100 mg/1 25 Methanol -20
Kanamisin 100 mg/1 50 Su +4

Cizelge 3.5. Gen aktarimi yapilan dokularin seleksiyonunda kullanilan
antibiyotikler, c¢oziiclileri ve saklama kosullari

L Seleksiyon icin
Antibiyotikler Stok Kullamilan Coziindiigii Saklama
(mg/) | Konsantrasyon Sivilar Kosullan
&Y
Kanamisin 50 50 su +4
Fosfinotrisin 2,5 2,5 su -20
Augmentin * 100 500 su -20

*Ko-kiiltivasyondan sonra A.tumefaciens’in gelismesini engellemek igin kullanilmigtir.
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3.3. Non-onkogenik A. tumefaciens Araciligiyla Yoncaya Gen Aktarimi

Rejenerasyon c¢alismalar1 sonucunda yaprak eksplantinin rejenerasyon kabiliyeti en
yiiksek bulunmustur. Bu nedenle bu eksplantla ¢ok sayida gen aktarimi denemesi
yapilmustir. Ayrica, yaprak sapi eksplantinda da rejenerasyonun yiiksek olmast
nedeniyle bu eksplant da gen aktarim galigmalart yapilmigtir. Denemelerde degisik

gen aktarim vektorlerini iceren A.tumefaciens hatlar kullanilmustir.

Gerekli antibiyotikleri igeren NB ortaminda bir gece bilyiitilen bakteri hatlari
ile eksplantlar 1/50 oraninda seyreltilmis bakteri kiiltiiriinde 30 dakika bekletilerek
inokiile edilmistir. Daha sonra da eksplantlar sivi ya da kati yonca siirgiin
rejeneresyon ortaminda degisik (2-5 giin) siireyle ko-kiiltivasyona birakilmistir. Bu
siire sonunda eksplantlar Agrobacterium’an gelisimini Onlemek i¢in 500 mg/l
augmentin igeren ve sadece gen aktarimi yapilnus siirgiinlerin gelismesini saglamak
icin 50 mg/l kanamisin (pGV2260 ve EHA105) veya 2,5 mg/l fosfonitrisin
(LBA4404) igeren siirglin rejenerasyonu ortamina aktarilmigtir. Eksplantlar 4-6
haftada bir alt kiiltiire alinmustir. Bu ortamda gelisen kallus, embriyo ve siirgiin
gelisimi kontrol altinda tutularak aktarilan genlerin belirtileri g6zlenmistir. Gelisen
embriyo ve siirgilinlere gen aktarilip aktarilmadigi histokimyasal GUS analizi

yontemiyle belirlenmistir.
3.4. Histokimyasal GUS Analizi

Bazi degisikliklerle birlikte Histokimyasal Gus Analizi Jefferson (119) ve Ozcan
(41)ym tarif ettigi gibi yapilmigtir. Gen aktarilmis bitki dokularn 37 °C 'de
4-12 saat siire ile 100 mM Sodyum fosfat (pH 7,0), 10 mM EDTA,
%0,1 Triton X-100 ve 1 mM S5-Broma 4-Chlora-3-Indolyl glucoronide
(X-GLUC) igeren soliisyonda inkiibe edildikten sonra, % 70’lik etanolde

bekletilmistir. Dokular igerisindeki mavi renge gére GUS aktivitesi belirlenmistir.
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3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Caligmalar tesadiif parselleri deneme desenine goére kurulmus olup, her uygulama
icerisinde 10 adet eksplantin bulundugu 3 ya da 4 tekerriirlii petri kutularindan
olusmustur. Elde edilen verilerin “SPSS for Windows” bilgisayar programiyla
varyans analizi yapilmistir. Ortalama degerler yine bilgisayarda MSTAT-C
programui kullanilarak “Duncan Coklu Karsilastirma Testi” ile karsilagtirilmistir.
Yiizde degerleri normal dagilima gevirmek igin istatistik analizinden 6nce “arcsin”

déniigtiirme islemi uygulanmigtir (120).



39

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Adventif Siirgiin Rejenerasyonu ile Ilgili Bulgular

4.1.1. Verco cesidinde BAP ve NAA’in adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Yoncanin Verco g¢esidi ile yapilan in vitro adventif siirglin rejenerasyon
calismalarinda yaprak, yaprak sapt ve hipokotil eksplantlar1 15 giinlik in vitro
gelisen bitkiciklerden izole edilerek  degisik  oranlarda BAP (1-4 mg/l)
ve NAA (0,10-0,50 mg/l) igeren MSO ortamlarnnda kiltire alinmistir.
Kiiltiir baglangicindan 2 hafta sonra eksplantlar tizerinde kallus olusumu
gézlenmis ve 10 hafta sonra BAP ve NAA dozlarinin Verco ¢esidinde kallus
olusturan eksplant yiizdesi ve kallus agirligina ait varyans analizi sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli BAP ve NAA dozlarinin Verco gesidinin yaprak, yaprak sapi ve
hipokotil eksplantlarindan kallus olusumuna etkisine ait varyans analizi

Kallus Olusturan Eksplant Kallus agarhiss (g)
Vv allus agirhd
aryasyon SD. Yiizdesi (%) &
Kaynaklan
K. O. F K.O. F.
Genel 80 -
Ortam 8 2987,317 11,183%* 0,208 3,189**
Eksplat 2 3136,397 11,741%* 0,886 13,578%*
Ortam x Eksplant. 16 514,571 1,926* 0,104 1,590
Hata 54 267,141 -- 0,065 -

** p<0.01 diizeyinde 6nemli
* p<0.05 diizeyinde nemli

Cizelge 4.1°de  goriildiigii gibi, kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan farkl:
oranlarda kullanilan BAP ve NAA ile eksplant tipi arasindaki  fark 0,01 diizeyinde
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Onemlilik gosterirken ortam x eksplant etkilesimi 0,05 diizeyinde ©nemli
bulunmugtur. Kallus agirhigi bakimindan ise eksplantlar ve ortamlar arasindaki
fark 0,01 diizeyinde 6nemli olmasina ragmen ortam X eksplant etkilesimi arasinda
o6nemli bir farkliblk bulunmamistir. Bu farkhhklarm 6nem diizeyini belirlemek

amactyla yapilan Duncan Testi sonuglari Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 incelendiginde kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
yaprak eksplantinda en yiiksek deger %100 ile 1 mg/l BAP- 0,10 mg/l
NAA igeren ortamdan ve  %96,66 ile 2 mg/l BAP - 0,25 mg/l NAA
iceren ortamdan elde edilmigtir. Ayrica, 2 mg/l BAP- 0,10 mg/l NAA, 1 mg/l
BAP- 0,25 mg/l NAA ve 1-2-4 mg/l BAP- 0,50 mg/l NAA iceren ortamlardan elde
edilen sonuglar da istatistiksel olarak ayni gruba girmigtir. Yaprak sapi
eksplantinda en yiiksek deger % 100 ile 1 mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA igeren
ortam 1ile 1-2- 4 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilmistir.
Bununla birlikte 1 mg/l BAP- 0,10 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP- 0,25 mg/l NAA
iceren ortamlardan elde edilen sonuglarda aymi gruba girmistir. Hipokotil
eksplantinda ise kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan en iyi
sonuglar 1-2 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren ortamlardan (%83,33 ve %93,33)
elde edilitken 1 mg/l BAP- 0,10 mg/l NAA ve 1-2 mg/l BAP-0,25 mg/l
NAA igeren ortamlarda istatistiksel olarak ayni gruba girmigtir. Kallus agirhgi
bakimindan en iyi ortam (0,71g) 2 mg/l BAP - 0,50 mg/l NAA iceren ortam
olurken 1 mg/l BAP- 0,25 mg/l NAA, 1-4 mg/l BAP- 0,50 mg/l NAA igeren
ortamlarda aym gruba girmistir. Kullamlan eksplantlar bakimindan ise hipokotil

eksplant1 (0,63 g) en iyi eksplant olarak belirlenmistir.

Adventif slirglin rejenerasyonunun basarisini  belirlemede siirgiin  olusturan
eksplant yiizdesi ve eksplant bagina siirglin sayisinin birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Fakat denemelerimizde stirgin  gelisimi sadece 4 mg/l
BAP ve 0,10 mg/l NAA igeren ortamda ve yaprak eksplantinda gozlenmistir.
Bu nedenle siirgiin  olusturan eksplant ylizdesi ve eksplant bagina

slirglin  sayisina ait varyans analizi yapilmamusgtir. Siirgiin olugturan eksplant sayisi
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ve petri bagmna siirgiin sayist degerleri hesaplanarak Cizelge 4.2’de verilmistir.
Canliligin1 koruyan kalluslardan 3 tanesinin ilizerinde kiiltiir baglangicindan 6-7 ay
sonra embriyo gelisimi gézlenmis olup 9. ay sonunda bu embriyolardan toplam 229

adet slirgiin gelisimi oldugu goriilmiistiir (Resim 4.1.).

In  vitro ¢alismalarda bitki biiyime diizenleyicilerinin  adventif siirgiin
rejenerasyonunun bagarisini en fazla etkileyen etmenlerin baginda geldigi ve besin
ortamindaki oksin-sitokinin dengesinin iyi ayarlanmast neticesinde in vitro
rejenerasyon kabiliyeti son derece diigiik olan bitkilerden de yiiksek oranlarda
adventif siirglin rejenerasyonunun elde edilebilecegi degisik arastiricilar tarafindan
bildirilmigtir (27,116,8). Aym arastincilar en uygun oksin-sitokinin dengesinin
eksplantin yapisina gore de degistigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da ortam x
eksplant etkilesiminin kallus olusumuna etkisinde benzer sonuglar elde edilmesine

ragmen kallus agirhigina etkisi olmadigi goriilmiistiir.

Ozgen ve arkadaslan (95) Elgi ve Mesa-Sirsa yonca cesitlerinde yaptiklar1 mikro
cogaltim ¢aligmasinda Elgi ¢esidinde 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA igeren
ortamdan, Mesa-Sirsa ¢esidinde ise 1 mg/l BAP- 0,2 mg/l NAA igeren
ortamdan en iyi sonuglan elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise adventif
slirglin rejenerasyonu sadece yaprak eksplantinda tek bir ortamdan elde
edilmistir. Bu ortamda kalluslar iizerinde dnce embriyo olusumu g6zlenmis daha
sonra bu embriyolardan stirglinler geligmistir. Iantcheva et al., (97) ise yiiksek
oranda TDZ ve BAP konsantrasyonlarinin somatik embriyo olusumunda etkili
oldugunu bildirmislerdir. Ivanova et al., (92), embriyogenik potansiyelin agiga
¢ikartilmasinda biiylimeyi diizenleyiciler arasindaki oranttnin 6nemli oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismada da denenen BAP konsantrasyonlarindan en yliksegi olan
4 mg/l BAP ile sadece 0,10 mg/l NAA igeren ortamda embriyo olusumu

gorilmistiir.
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Resim 4.1. Verco ¢esidinin yaprak eksplantinda BAP ve NAA’nin somatik embriyo
olusumu ve adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi
(a) kiltiir baglangicindan 3 ay sonra 4 mg/l BAP-0,01 mg/l NAA igeren
ortamda kallus olusumu
(b) kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra Kalluslar tizerinde MSO ortaminda
somatik embriyo gelisimi

(c, d) 9. ayin sonunda somatik embriyolardan MSO ortaminda gelisen
bitkicikler
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4.1.2. Yonca  cesitlerinden somatik embriyogenesis yoluyla adventif

siirgiin eldesi

BAP ve NAA dozlarina ait ortamlarla kurulan denemeden istenilen sonuglar
alinamadifi  i¢in somatik embriyogenesis yontemiyle adventif siirgiin
rejenerasyonunun saglanmasi amaglanmistir. Bu nedenle  birgok arastirmaci
tarafindan da adventif siirglin gelisimi i¢in kullanilan Brown et al. (75)’1n yaptiklari
denemeler sohucu elde ettikleri protokoliin yiiksek rejenerasyon kabiliyetine sahip

kiilttirler i¢in en iyi sonucu verdigini belirttikleri ti¢ asamal1 protokol kullanilmigtir.

Yonca’ya ait 9 farkli ¢esidin yaprak, yaprak sapi, gévde ve hipokotil eksplantlar:
in vitro gelisen bitkigiklerden izole edilerek embriyogenik kallus olusumu igin
1 mg/l adenin, 1 mg/l 24D ve 0,2 mg/l kinetin iceren Bsh ortaminda
kilttire alinmigtir. Kiltlir baslangicindan 1 hafta sonra eksplantlar iizerinde
kallus olusumu baglamistir. Kiiltir baglangicindan 21 giin sonra kalluslar 11 mg/1
2,4-D ve 2 mg/l kinetin i¢eren SH ortamina embriyo gelisimi igin aktariimigtir.
Bazi petrilerde kiiltir baslangicindan 4- 6 hafta sonunda embriyo olusumu elde
edilmistir.  Embriyo gelisiminin g6zlendigi kalluslarin genellikle agik renkli
ve seffaf oldugu gézlenmistir (Resim 4.2.). Bununla birlikte yesil ve daha kompak
goriintiili kalluslarda da embriyo gelisimi olmasina ragmen embriyo olusumu
3-4 hafta kadar daha geg¢ikmistir. Embriyolarin olgunlagmasi amactyla embriyogenik
kalluslar SH ortamina almmdiklarindan 21 giin sonra Boi2y ortamina aktarilmagtir.
Boi2y ortamindan sonra kiiltiirler 4-6 haftalik periyotlarla MSO ortaminda alt kiiltiire
alinmistir. Tam olarak siirgiin gelisimi ise 8 ay gibi uzun bir siire almasina ragmen
gelisen siirgiinlerin kék sistemleri oldukga saglikli olmustur (Resim 4.3.). Kallus
olusumu ve slirgiin rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglar Cizelge 4.3” de

verilmistir.

Cizelge 4.3’de goriildugii gibi, kullanilan eksplantlarin  kallus olusturan eksplant
ylizdesi tizerine etkisi 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken kullamilan gesitlerin  etkisi

istatistiksel olarak 6nemli bulunmamigtir. Kallus agirlign bakimindan ise kullamlan
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Resim 4.3. Verco c¢esidinde somatik embriyolardan MSO ortaminda
bitkiciklerde kok ve govde olusumu

gelisen
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cesitlerin tek basina etkisi 0.01 diizeyinde, ortamlarin tek bagina etkisi ise 0,05
diizeyinde 6nemli, aym zamanda g¢esit x eksplant etkilesimi de 0,01 diizeyinde
onemli bulunmugtur. Embriyo olusturan eksplant ytizdesi incelendiginde gesitlerin
etkisi 0,01 diizeyinde 6nemli bulunurken eksplantlarin etkisi istatistiksel olarak
6nemli bulunmamustir. Eksplant bagina embriyo sayisi incelendiginde ise gesitlerin
ve eksplantlarin tek basma etkisi ile ¢esit x eksplant etkilesimi 0,01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Kullanilan gesitlerin ve eksplantlarin eksplant basina siirgiin
sayist lizerine etkisi incelendiginde cesitlerin 0,01 diizeyinde o6nemli oldugu
goriiliirken eksplantlarin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 gériilmiistiir.
Ayrica ¢esit x eksplant etkilesiminin etkisinin de 0,01 diizeyinde O6nemli
bulunmugtur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan

Testi sonuglan Cizelge 4.4-5 * de verilmistir.

Cizelge 4.4 incelendiginde kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan gesitler
arasinda onemli bir farklilik olmamakla birlikte en yiiksek degerler Hemedan ve Elgi
¢esitlerinde (%91,66) goriilmektedir. Verco gesidi ise %90,83 ile en yiiksek ikinci
degere sahip olmugtur. Kullanilan eksplantlar bakimindan ise ortalamalarin %99,58
ile %62,91 arasinda oldugu, hipokotil eksplantinin en iyi sonucu verdigi bunu
%83,75 ile govde eksplantinin izledigi goriilmugtiir. Kallus agirlign bakimindan ise
Verco (1,04g), Kayseri (0,68g), Hemedan (1,38g), El¢i (1,39g) ve Bitlis (0,91g)
gesitleri i¢in kullamlan tiim eksplant tiplerinden (gévde, yaprak, y.sapi, hipokotil)
elde edilen kallus agirhklari arasinda istatistiksel bir farkhilik bulunmamigtir.
Nitro alfalfa cesidinde de ise en yiiksek kallus agirlift veren eksplantlar gévde
(1,57g), yaprak sap1 (1,40g) ve hipokotil (1,03g) olurken yaprak eksplantindan hig
kallus elde edilememigtir. Peru ¢esidinde ise gévde eksplantimn (3,28 g), en fazla
kallus verdigi yaprak (1,64g), yaprak sapr (1,07g) ve hipokotil (1,37g)
eksplantlarimn ise istatistiksel olarak ikinci grupta yer aldig: goriilmiistiir. Kalender
¢esidinde de yaprak (1,37g), yaprak sapt (1,20g) ve hipokotil eksplantlar1 (1,80 g)
istatistiksel olarak birinci grupta yer almustir. Govde eksplanti (0,62¢) ise ikinci

grupta yer almugtir.
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Cizelge 4.5 incelendiginde embriyo olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
eksplantlar arasinda her ne kadar istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmasa da en
iyi eksplant (%8,75) yaprak olarak belirlenmistir. En iyi ¢esidin ise Verco (%14,16)
oldugu goriilmiistiir. Kayseri (%7,50), Hemedan (10,83) ve Nitro alfalfa (%6,66)
¢esitlerinden elde edilen sonuglar da istatistiksel olarak ayni gruba girmistir. Eksplant
bagina embriyo sayisina bakildiginda Verco ¢esidinde 93,56 adet ile en iyi sonug
yaprak eksplantindan elde edilirken yaprak sapi eksplantinda embriyo olugumu
gériilmemistir. Verco ¢esidine ait gévde eksplantinda eksplant basina 30,50 adet
embriyo olusurken hipokotil eksplantinda 34,00 adet embriyo olusmustur. Verco
cesidi disindaki ¢esitlerde ise kullanilan eksplantlar arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmadigindan tiim eksplantlarin ayn1 gruba girdigi gortilmiistiir. Ancak, Kayseri
cesidinde en iyi sonug¢ yaprak eksplantindan (2,66 adet) elde edilirken, gévde
eksplantinda embriyo gelisimi gozlenmemigtir. Hemedan ¢esidinde ise goévde
eksplantinda eksplant bagmna 6,33 adet embriyo olusurken en diisik embriyo
olusumunun gozlendigi hipokotil eksplantinda 5,33 adet embriyo olustugu
belirlenmistir. El¢i ¢esidi incelendiginde yaprak (2,66 adet) ve hipokotil (2,33 adet)
eksplantlarinda embriyo olusurken govde ve yaprak sap: eksplantlarinin hi¢ embriyo
olusturmadig: goériilmiistiir. Nitro alfalfa c¢esidinde ise en iyi sonug¢ 5,00 adet ile
govde eksplantindan elde edilirken, yaprak eksplantinda embriyo olusmamistir.
Peru, Bitlis ve Kalender ¢esitlerinde de hipokotil eksplanti digindaki eksplantlarda
embriyo olusumu gozlenmemistir. Bu ¢esitlere ait hipokotil eksplantlarinda ise
eksplant basina sirasiyla 5,83 adet, 1,00 adet ve 4,66 adet embriyo olustugu

belirlenmistir.

Kullamlan g¢esitlerin ve eksplantlarin eksplant bagsina siirgiin sayisina etkisi
incelendiginde ise Verco ¢esidinde en iyi eksplantin yaprak eksplanti (15,66 adet)
oldugu goriilmektedir. Hipokotil eksplantindan 11,00 adet, gévde eksplantindan ise
6,66 adet siirgiin elde edilirken yaprak sapi eksplantinda embriyo olsumu
olmadifindan stirglin gelisimi olmamugtir. Diger cesitlerde ise kullanilan tiim
eksplant tiplerinden elde edilen siirgiin sayilar1 arasinda istatistiksel olarak bir
farklibk bulunmamigtir. Ancak Kayseri, Hemedan ve Peru gesitlerinde sadece

hipokotil eksplantinda siirglin olujumu goriilmesine ragmen tiim eksplantlar aym
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gruba girmistir. Elgi, Nitro alfalfa, Bitlis ve Kalender ¢esitlerinde ise eksplantlarda

stirglin olusumu gozlenmemistir.

Yapilan bir¢ok arastirmada somatik embriyo olusumunda etkili olan faktorler
genotip, eksplant kaynagi ve besin ortaminin igerii olarak siralanmaktadir (60).
Brown et al., (75) 3 agamal1 ortam kullanarak yaptiklar ¢alismada M.sativa tiiriine
ait 76 kiiltiiri incelemisler ve yiikksek rejenerasyona sahip kiiltiirlerin aym gen
kaynagindan geldigini bildirmislerdir. Yine birgok arastirmaci yaptiklan
denemelerde somatik embriyo olugumu ile genotip arasinda O6nemli iligki
bulundugunu ve rejenerasyon kabiliyetinin yiiksek oranda genotipe bagli oldugunu
belirtmiglerdir (76, 78, 79, 80, 82, 83, 85). Parrott and Bailey (86), somatik embriyo
olusum frekansimn tiirlere gére farklhilik gostermesi yani sira aymi tiir i¢erisindeki
genotip ve c¢esitlerin de embriyo olusturma yeteneginin farkli oldugunu
bildirmiglerdir. Bu caligmada da benzer sonuglar elde edilmis olup, kullamlan
M sativa L. tirline ait ¢esitler arasinda somatik embriyo gelisimi bakimindan 6nemli

farkliliklarin oldugu gériilmustiir.

4.1.3. Verco cesidinde MS ve Bsh temel besin ortamlarinda adenin, Kkinetin
ve 2,4-D’nin somatik embriyogenesis yoluyla adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisi

Somatik embriyogenesis yoluyla siirglin rejenerasyonu ¢alismasimin sonucunda
Verco’nun en iyi ¢esit olarak belirlenmesiyle c¢aligmalara bu gesit ile devam
edilmistir. MS ve Bsh temel besin ortamlarinda (TBO) kotiledon, yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlan adenin (1-2 mg/l), kinetin (0,2-0,4 mg/l) ve 2,4-D (1-4 mg/l)’nin
farkli dozlarindaki kombinasyonlarinda kiiltire alinmigtir. Eksplantlar in vitro
sartlarda yetistirilen 15 gtinliik bitkilerden alindiktan sonra kiiltiir ortamina aktarilmig
ve 1 hafta sonunda kallus olusumunun basladig1 gézlenmistir. Kiiltiir baglangicindan
8 hafta sonra kalluslar hormon igermeyen ortamlara aktarilmis ve bu ortamlara
aktanldiktan 4-5 ay sonra embriyo olusumu ve ardindan siirgiin  gelisimi

gozlenmistir. Ttim eksplantlar kallus olusturduklari i¢in kallus olugturan eksplant
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yiizdesi bakimindan istatistiksel bir degerlendirme yapilmamistir. Kallus agirhigi,
embriyo olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina embriyo ve slirglin sayisi
bakimindan yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.6’da, farkliliklarin 6nem
diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan Testi sonuglan da Cizelge 4.7-8 ve 9°da

verilmigtir.

Cizelge 4.6’da goruldigi gibi kallus agirligi bakimindan kullanilan eksplantlarin
ve ortamlarin etkisi ile TBO x ortam etkilesimi 0,01 diizeyinde énemli bir farklilik
gosterirken temel besin ortamlarinin etkisi 0,05 diizeyinde énemli bulunmugtur.
TBO x ortam x eksplant ve ortam x eksplant etkilesimin kallus agirhig1 iizerine

etkisi ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmamugstir. Embriyo olusturan eksplant

Cizelge 4.6. Verco ¢esidinde farkli eksplantlarn MS ve Bsh temel besin
ortamlarinda adenin, Kkinetin ve 2,4-D’nin farkli dozlarimin kallus
agirhigl ve adventif siirglin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
v Kallus Agirhigi glll:l:;ir);on Eksplant Bagina | Eksplant Basina
aryasyon e 3 Embriyo Sayist | Siirgiin Sayisi
Eksplant
Kaynaklan S.D. Yiizdesi (%) (adet) (adet)
K.O. F. K.O. F. K.O. F. K.O. F.
T.B.O. 1 | 0,037 | 4225% | 14221 | 0,512 | 10,081 | 0,401 | 0,001 | 0,001
Ortam 7 | 0,030 |3,395%*|315,227 [11,357**| 249,371 |9,930**| 16,298 |11,372%*
Eksplant 2 | 0,060 |7,801%* | 76,875 | 2,770 |171,467]6,828%*| 8,898 |6,200%*
TBOx Ortam 7 | 0,060 |6,809%*|415,563 |14,972%*| 329,135 [13,106**| 21,731 [15,162**
TBOx Eksplant | 5 | 511 | 1,252 | 9,300 | 0,335 | 20,006 | 0,797 | 0,712 | 0,497
Ortamx Eksplant | 14 | 0012 | 1440 | 38261 | 1,379 | 84,918 |3,381%*| 4,220 | 2,945
EEO"O””“X 14 | 0,000 | 1,022 | 47,914 | 1,726 |106,555|4,243**| 5390 |3,761%*
splant
Hata 96 | 0,008 27,755 25,114 1,433

** p<0.01 diizeyinde nemli
* p<0.05 diizeyinde nemli
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yiizdesine incelendiginde ise ortamlarin tek basina etkisi ve TBO x ortam etkilesimi
0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken eksplantlarin ve temel besin ortamlarinin tek bagina
etkisi istatistiksel olarak Gnemli ¢ikmamistir. Ayrica TBO x eksplant, ortam x
eksplant ve TBO x ortam x eksplant etkilesimleri de istatistiksel olarak &nemli
bulunmamigtir. Kullanilan temel besin ortami, ortam ve eksplantlarin eksplant
basina embriyo sayisina etkisi incelendiginde ortamlarin ve eksplantlarin etkisi
0,01 diizeyinde 6nemli bulunurken temel besin ortamlarmin etkisinin istatistiksel
olarak 6nemli olmadifl goriilmiistiir. Yine eksplant basina embriyo sayist
bakimindan TBO x ortam x eksplant etkilesiminin, TBO x ortam ve ortam x eksplant
etkilesimlerinin 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu goriilirken TBO x eksplant
etkilesimi istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir. Eksplant bagina siirglin sayisi
incelendiginde ise temel besin ortamlarinin, TBO x eksplant, ortam x eksplant
etkilesimlerinin istatistiksel olarak onemli olmadigi goriilirken ortamlarin ve
eksplantlarin etkisi ile TBO x ortam, TBO x ortam x eksplant etkilesimlerinin

0,01 diizeyinde énemli oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4. 7. Verco ¢esidinde MS ve Bsh temel besin ortamlarinda adenin, kinetin
ve 2,4-D’nin farkli dozlarinda kullanilan eksplantlarin kallus agirligina
etkisine ait Duncan Testi sonuglari.

Eksplantlar Kallus Agirhg: (g)
Kotiledon ‘ 0,330 a
Yaprak 0,308 a
Yaprak sap1 0,256 b

Ayni stitun igersinde farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasinda p< 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.7 incelendiginde kallus agirligi bakimindan en iyi eksplantlarin kotiledon
(0,330g) ve yaprak (0,308g) eksplantlari oldugu goriilmektedir. Yaprak sapi

eksplantinda ise eksplant bagina kallus agirhig1 ortalamasi 0,256 g olmugtur.

Cizelge 4. 8 incelendiginde ise kallus agirhigi bakimindan MS temel besin ortaminda
1 mg/l adenin- 0,2 mg/l kinetin- 1 mg/l 2,4-D igeren ortam (0,39 g) ile 2 mg/l
adenin- 0,4 mg/l kinetin- 4 mg/l 2,4-D igeren ortam (0,38 g) en iyi sonuglari
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vermigtir. Bsh temel besin ortaminda ise kallus agirlig1 bakimindan en iyi sonuglar
0,40 g ile 1 mg/1 adenin- 0,2 mg/1 kinetin- 4 mg/1 2,4-D iceren ortam ve 0,41 gile 2
mg/l adenin- 0,4 mg/l kinetin- 1 mg/l 2,4-D igeren ortamdan elde edilmistir.
Ayrica 1 mg/l adenin-0,4 mg/l kinetin-1 mg/2,4-D, 2 mg/l adenin- 0,2 mg/l kinetin-
1-4 mg/l 2,4-D igeren ortamlardan elde edilen sonuclar da istatistiksel olarak aym

gruba girmistir.

Cizelge 4.8. Verco ¢esidinde farklt eksplantlarin MS ve Bsh temel besin
ortamlarinda adenin, Kinetin ve 2,4-D’nin farkh dozlarimn kallus
agirligi ve embriyo olusturan eksplant yiizdesi bakimimndan TBO x
ortam arasindaki etkilesimine ait Duncan Testi sonuglari.

Ortamlar (mg/) Kallus Agirhig: (g) Embriy OY(i)ilzuds::ir(i:’:;)E ksplant
Adeﬁin Kinetin | 2,4-D MS Bsh MS | B:h
1 0,2 1 0,39 a 0,28 be 17,77 0,00
1 0,2 4 0,23 be 0,40 a 0,00 0,00
1 0,4 1 0,16 ¢ 0,31 ab 0,00 0,00
1 0,4 4 0,28 b 0,21 ¢ 0,00 0,00
2 0,2 1 0,28 b 0,33 ab 0,00 12,22
2 0,2 4 0,26 b 0,32 ab 0,00 0,00
2 0,4 1 0,28 b 0,41 a 0,00 0,00
2 0,4 4 0,38 a 0,27 be 0,00 0,00

/;:)érg si(i)tgré igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p< 0.05 diizeyinde nemlidir.

Yine Cizelge 4.8 incelendiginde eksplant yiizdesi bakimindan iki farkli temel
besin ortam uygulamalarindan farkli sonuglar alindif1 belirgin olarak goriilmektedir.
MS temel besin ortaminda sadece 1 mg/l adenin, 0,2 mg/l kinetin ve 1 mg/l 2,4-D
igeren ortamda bulunan eksplantlarda (%17,77) embriyo olusumu gézlenmistir. Bsh
temel besin ortaminda da sadece 2 mg/l adenin, 0,2 mg/l kinetin ve 1 mg/l 2,4-D

iceren ortamda bulunan eksplantlar iizetinde (%12,22) embriyo olusmustur.
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Eksplant bagina embriyo sayis1 ve siirglin sayisina ait Duncan Testi sonuglarinin
bulundugu Cizelge 4.9 incelendiginde eksplant basina embriyo sayisi bakimindan
1 mg/l adenin, 0,2 mg/l kinetin ve 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda tiim eksplant tipleri
embriyo olusturmustur. Embriyo sayisi bakimindan en iyi eksplantin 24,17 adet ile
yaprak eksplanti oldugu goriilmektedir. Embriyo sayisinin kotiledon eksplantinda
13,00 adet ve yaprak sap1 eksplantinda 4,17 adet oldugu belirlenmistir. Bsh temel
besin ortaminda ise embriyo olusumunun sadece 2 mg/l adenin, 0,2 mg/I kinetin
ve 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda, yaprak ve kotiledon eksplantlarinda meydana
geldigi goriilmustiir. Yaprak eksplantinda eksplant bagina embriyo sayist 39,93 adet,
kotiledon eksplantinda ise 14,10 adet olmustur. Eksplant basina siirgiin sayisi
bakimindan da aym sonuclar elde edilmistir. MS temel besin ortaminda en ¢ok
stirgiin veren eksplant olan yaprak eksplantinda siirgiin sayisi 7,93 adet olurken en az
siirgiin veren yaprak sap1 eksplantinda 1,50 adet siirgiin olusmustur. Bsh temel besin

ortaminda ise 7,33 adetle en iyi sonucu yine yaprak eksplant1 vermistir.

Somatik embriyogenesis i¢in besin ortaminda bulunan biiyiimeyi diizenleyicilerin
yaninda kullamlan mineral ve vitaminler de dnemlidir. Yapilan literatiir taramasinda
farkli mineral ve vitamin igerigine sahip ortamlarin kullanilarak bagarih sonuglar
elde edildigi tespit edilmistir (76, 86, 93, 94). Suginobu et al., (93) ise farkli mineral
ve vitamin igerigine sahip MS ve B5 ortamlarim kullanarak yaptii denemede
ortamlar arasinda Onemli farklilik bulunmadifim tespit etmislerdir. Eksplant
kaynaginin, eksplant x ortam arasindaki etkilesimin 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
Yine bir¢ok arastirmaci eksplant kaynaginin ve ortam iceriginin somatik embriyo
olusumunda etkili oldugunu belirtmistir (78, 87, 88). Benzer sonuglar bu ¢alismada
da elde edilmistirr MS ve Bsh temel besin ortamlar1 arasinda farkli hormon
iceriklerinde sonug alinirken eksplantlar ve eksplant x ortam etkilesimi arasinda
onemli farklilik bulunmustur. Hatta somatik embriyo olusumunda farkli mineral ve
vitamin igerigine sahip ortamlarda ve farkli hormon kombinasyonlarindan sadece

birinden sonug alinabilecek kadar 6nemli bulunmustur.
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4.1.4. Verco ¢esidinde MS, Bsh ve SH temel besin ortamlarinda 2,4-D, Kkinetin
ve BAP’iin somatik embriyogenesis aracihfiyla adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisi

Somatik embriyogenezisin bagarisinda besin ortamimn iyi optimize edilmesi
gerektigi bir¢ok aragtirici tarafindan bildirilmigtir (54, 75, 60). Somatik embriyo
olusumunu tesvik eden ve en ¢ok kullanilan biiylimeyi diizenleyici 2,4-D
olarak bilinmektedir. Bu nedenle 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinda somatik
embriyo olusumu ve siirgiin rejenerasyonunu belirlemek amaciyla denemeler
kurulmugtur. Somatik embriyogenesis i¢in Murashige ve Skoog (117)
tarafindan gelistirilen MS besin ortami yaygin olarak kullamlmakla birlikte Bs, SH
ve N6 ortamlari da birgok bitki tiirinde basarili sonuglar vermektedir (60).
Yonca ile yapilan ¢alismalarda MS ortaminin yani sira Bs, SH ortamlari da siklikla
kullaniimaktadir. Yapilan denemelerde kullamlan besin ortamlarinin farkli sonuglar
vermesi nedeniyle bu denemede MS, Bsh ve SH temel besin ortamlarinin {igii de

kullanilmasgtir.

In vitro sartlarda yetistirilen fidelerden almnan yaprak ve yaprak sapi eksplantlar:
ilk olarak 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D ile 1 mg/l BAP veya 1 mg/l kinetin igeren
ortamda kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiir baslangicindan 7 giin sonra eksplantlar
kallus olusturmaya baslamis ve 21 sonra 1 mg/l Kkinetin iceren ortamdan
gelen eksplantlarin yarist 0,1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren, diger yarisi
hormon igermeyen ortamlara aktarilirken 1mg/l BAP igeren ortamdan gelen
eksplantlarin yaris1 0,1 mg/l NAA igeren ve diger yarisi ise hormon igermeyen
ortamlara aktarilmigtir. Bu ortamlarda embriyo olugumu 10-12 hafta sonra
gozlenmis ve embriyonik kalluslar MSO ortaminda alt kiltire alimis ve
6-8 hafta sonra embriyolardan bitkicik gelisimi gozlenmistir (Resim 4. 4-5.).
Kallus olusturan eksplant yiizdesi, kallus agirligi, embriyo olusturan eksplant
ylizdesi, eksplant  basina embriyo sayis1 ve siirglin sayisina ait varyans analizi

sonuglan Cizelge 4. 10.’da verilmisgtir.
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Resim 4.4. Kiiltiir baglangicindan 10-12 hafta sonra Verco ¢esidine ait yaprak
eksplantlarindan somatik embriyo olusumu
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Resim 4.5. Verco ¢esidinde yaprak eksplantinda somatik embriyolardan BshO
ortaminda geligen bitkicikler
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Cizelge 4.10’da gortildiigti gibi kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
kullamlan eksplantlarin etkisi 0,05 diizeyinde, temel besin ortamlariin  ve
ortamlarin etkisi 0,01 diizeyinde 6nemli bulunurken TBO x ortam, TBO x eksplant,
ortam x eksplant ve TBO x ortam x eksplant etkilesimleri 0,01 diizeyinde énemli
bulunmustur. Kallus agirlign bakimindan ise temel besin ortamlarinin ve ortamlarin
tek basina etkisi 0,01 diizeyinde onemli ¢ikarken eksplantlarin tek basina etkisi
onemli ¢cikmamistir. TBO x ortam x eksplant etkilesimi istatistiksel olarak énemli
bulunmamasina ragmen TBO x ortam, TBO x eksplant, ortam x eksplant
etkilesimleri 0,01 diizeyinde ©6nemli bulunmustur. Embriyo olusturan eksplant
yizdesi incelendiginde temel besin ortamlarinin ve eksplantlarin  etkisi
0,01 diizeyinde o©nemli ¢ikarken, ortamlarin etkisi ©6nemli bulunmamistir.
TBO x ortam x eksplant, TBO x ortam, TBO x eksplant ve ortam x eksplant
etkilesimleri 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmugtur. Kullanilan eksplant, ortam
ve temel besin ortamlarinin eksplant bagina embriyo sayisina etkisi incelendiginde de
ortamlarin etkisi 0,05 diizeyinde O6nemli ¢ikarken eksplant ve temel besin
ortamlarinin etkisi ile TBO x ortam, TBO x eksplant, ortam x eksplant etkilesimleri
0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Eksplant bagina siirglin sayist incelendiginde
yine ortamlarin etkisi ile ortam x eksplant etkilesimi 0,05 diizeyinde Onemli
bulunurken eksplant ve temel besin ortamlarinin etkisi ile TBO x ortam,
TBO x eksplant, etkilesimlerinin 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmiistiir.
TBO x ortam x eksplant etkilesimi istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir.
Bu farkliliklar arasindaki 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi

sonuglari Cizelge 4.11-18de verilmistir.

Cizelge 4.11’de kallus olugturan eksplant yiizdesi bakimindan kullanilan temel besin
ortamlarinin, eksplantlarin ve ortamlarin birlikte etkisine ait Duncan Testi sonuglar
verilmigtir. MS temel besin ortaminda yaprak eksplantinda 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l
kinetin igeren ortam ile 1, 2, 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortamlarda %100
olurken yaprak sapit eksplantinin tim ortamlarda kallus olugturdugu (%100)
gOriilmiigtiir. Bsh temel besin ortaminda hem yaprak hem de yaprak sap1 eksplantlart
tlim ortamlarda kallus olusturmustur. SH temel besin ortaminda ise yaprak eksplanti

tim ortamlarda %100 oraninda kallus olugtururken, yaprak sapi eksplanti 4 mg/l
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2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamla 1-2-4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP iceren

ortamlarda % 100 kallus olusturmustur.

Cizelge 4.11. Verco gesidinde yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda MS, Bsh ve SH
temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’iin TBO x ortam
x eksplant etkilesiminin kallus olusturan eksplant ylizdesine etkisine
ait Duncan Testi sonuglarn

Kallus Olusturan Eksplant Yiizdesi (%)

Ortamlar (mg/l)
MS Bsh SH
Kinetin./ k
2.4-D Yaprak Yaprak Yaprak
’ BAP Yaprak Sap: Yaprak Sap1 Yaprak Siitn

1 1 Kinetin [ 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 91,66 b
2 1 Kinetin [ 63,33 ¢ 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 91,66 b
4 1 Kinetin | 86,66 b 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
1 1 BAP 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
2 1 BAP 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a

4 1 BAP 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a

Ayni stitun igerisinde farkll harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p<0.05 diizeyinde dnemlidir.
LSD=7,40

TBO x ortam etkilesimi kallus agirlifina etkisine ait Duncan Testi sonuglarinin
yer aldigr Cizelge 4.12 incelendiginde MS temel besin ortaminda en iyi sonucu
1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortam (0,89 g) veritken 4 mg/l 2,4-D ve
1 mg/l kinetin igeren ortam da en az kallus agirhigi (0,31 g)’m vemistir. Bsh
temel besin ortaminda da yine 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortam 0,75 g
ile en iyi sonucu verirken en diisiik deger 0,40 g ile 2 mg/12,4-D ve 1 mg/l kinetin
iceren ortamdan elde edilmistir. SH temel besin ortaminda ise elde edilen tiim
degerler istatistiksel olarak ayni gruba girmistir. Kallus agirliklan 0,43 g ile 0,35 g

arasinda olmustur.
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Cizelge 4.12. Verco g¢esidinde yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda MS, Bsh ve SH
temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’iin TBO x ortam

etkilesiminin kallus agirligina etkisine ait Duncan Testi sonuglari

—q
Ortamlar (mg/l) Kallus Agirh (g)
Kinetin/
2,4-D BAP MS B5h . SH

1 1 Kinetin 0,47 ¢ 0,40 ¢ 0,40 a
2 1 Kinetin 0,42 cd 0,40 ¢ 0,43 a
4 1 Kinetin 031 d 0,51 be 0,43 a
1 1 BAP 0,89 a 0,75 a 0,43 a
2 1 BAP 0,72 b 0,61 % 0,35 a
4 1 BAP 0,75 b 0,58 b 0,41 a

Aynu siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p<0.05 diizeyinde Snemlidir.

LSD=0,12

Cizelge 4.13°de goriildigli gibi yaprak eksplantinda kallus agirligi bakimmdan en

iyi temel besin ortamu 0,67 g ile MS temel besin ortami olurken Bsh temel besin

ortaminda 0,55 g ve SH temel besin ortaminda 0,37 g olmustur. Yaprak sap:

eksplantinda ise temel besin ortamlan bakimindan 6nemli farklilik olmadigindan

elde edilen sonuglar istatistiksel olarak aymi gruba girmistir. Kallus agirliklar: 0,45 g

ile 0,54 g arasinda olmugtur.

Cizelge 4.13. Verco gesidinde yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda MS, Bsh ve SH
temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’iin TBO x eksplant

etkilesiminin kallus agirhigina etkisine ait Duncan Testi sonuglar

Kallus Agirliga (g)
Eksplantlar MS Bsh SH
Yaprak 0,67 a 0,55 b 037 ¢
Yaprak Sapi 0,51 a 0,54 a 0,45 a
Temel Besin Ortamlarin 0,59 0,54 0,41
Ortalamasi

Aynu satir igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p< 0.05 diizeyinde $nemlidir.

LSD= 0,07
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Cizelge 4.14 incelendiginde ise kallus agirlig: bakimindan yaprak eksplantinda en
iyt sonuglar 0,59 g- 0,62 g- 0,68 g ile 1 mg/l BAP ve 1,24 mg/l 24-D iceren
ortamlardan elde edilmistir. Yaprak sap: eksplantinda ise kallus agirligi bakimindan

en iyi ortam 1 mg/1 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortam olmustur.

Cizelge 4.14. Verco ¢esidinde yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda MS, Bsh ve SH
temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’iin eksplant x ortam
etkilesiminin kallus agirligina etkisine ait Duncan Testi sonuglari

Ortamlar (mg/l) Kallus Agarlig: (2)
2,4-D Kinetin / BAP Yaprak Yaprak:Sap:
1 1 Kinetin 044 b 0,40 be
2 1 Kinetin 045 b 0,39 ¢
4 1 Kinetin 0,41 b 0,43 be
1 1 BAP 0,59 a 0,79 a
2 1 BAP 0,62 a 0,50 b
4 1 BAP 0,68 a 0,48 be

Ayni siitun igerisinde farklt harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p< 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
LSD=0,10

Genellikle yesil renkli kalluslardan embriyo gelisimi goézlenirken kararmaya

baglayan kalluslar iizerinde de embriyo gelisimi tespit edilmistir (Resim 4. 6.).

Embriyo olugturan eksplant yiizdesi bakimindan TBO x ortam x eksplant
etkilesiminin yer aldifi Duncan Testi sonuglar1 Cizelge 4.15°de verilmistir. MS
temel besin ortaminda yaprak eksplanti bakimindan en iyi sonug¢ 1 mg/l 2,4-D
ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildigi
(hormonlu) 0,01 mg/l NAA vel mg/l BAP iceren ortamindan (%23,33)
elde edilmistir. Diger ortamlardan elde edilen sonuglar istatistiksel olarak ikinci
gruba girmesine ragmen sadece 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/1 kinetin igeren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortam ile 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin.
iceren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu ortamlarda embriyo

olusumu goriilmiistiir.
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Resim 4.6. Verco ¢esidine ait yaprak sap1 eksplantlarinda 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l
BAP igeren MS ortaminda somatik embriyo olusumu
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Cizelge 4.15. Verco gesidinde yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda MS, Bsh ve SH
temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’lin  embriyo
olusturan eksplant yiizdesine etkisine ait Duncan Testi sonugclar

Embriyo Olusturan Eksplant Yiizdesi (%)

Ortamlar (mg/1) MS Bsh SH

Yaprak
Sam

Yaprak

Yaprak Sapt

Yaprak Yaprak |Yaprak Sap

Kinetin| 2,4-D [Hormonsuz{ 3,33 b 0,00 b 333 cd 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 a
Hormonlu | 23,33 a 0,00 b | 6,67 bcd | 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 a
Kinetin| 2,4-D [Hormonsuz| 0,00 b 0,00 b 16,67 a 0,00 a 0,00 ¢ 3,770 a
1 2 Hormonlu| 0,00 b 0,00 b | 13,33abc 10,00 a 3,33 be 3,33 a
Kinetin| 2,4-D [Hormonsuz| 0,00 b 0,00 b 26,67 a | 10,00 a | 1333 ab | 3,33 a
Hormonlu| 11,11 b 0,00 b 20,00 a 0,00 a 3,33 be 0,00 a
BAP |2,4-D Hormonsuz| 0,00 b 0,00 b 20,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 a
Hormonlu| 0,00 b 0,00 b 16,67 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 a
BAP |2,4-D Hormonsuz] 0,00 b | 333 b 3,33 cd 0,00 a 20,00 a 333 a
Hormonlu! 0,00 b 20,00 a 0,00 d 0,00 a 0,00 ¢ 333 a
BAP |2,4-D Hormonsuz| 0,00 b 0,00 b 3,33 cd 0,00 a 3,33 be 0,00 a

Hormonlu| 0,00 b | 000b | 000d | 0,002 |10,00 abc| 0,00 a

Aym siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p< 0.05 diizeyinde onemlidir.
LSD=13,31

Yaprak sapt eksplantinda ise %20 oraniylaen iyi sonucu 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l
BAP igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildign 0,01 NAA igeren ortam
(hormonlu) vermistir. Yine aym ortamdan gelen fakat hormonsuz ortama aktarilan
kalluslarda ise %3,33 oraninda embriyo olusumu goriiliirken diger ortamlarda
embriyo olusumu gozlenmemistir. Bsh temel besin ortaminda ise yaprak
eksplantinda 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortama ait kalluslarin
aktarildigi hormonlu ve hormonsuz ortamlarda (%20 ile %26,67), 2 mg/l 2,4-D
ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigs hormonsuz ve

hormonlu ortamlarda (%16,67 ile %13,33) ve 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren
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ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu ve hormonsuz (%16,67 ve %20)
ortamlarda en iyi embriyo olugturan eksplant ylizdeleri elde edilmistir. Yaprak sap:
eksplantinda sadece 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigi hormonlu ortam ile 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/1 kinetin iceren
ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortamda (%10) embriyo olugturan
eksplant bulunmasina kargin embriyo elde edilemeyen diger ortamlarla istatistiksel
olarak ayni gruba girmistir. SH temel besin ortaminda ise yaprak eksplantinda
en iyi sonu¢ %20 ile 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP iceren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortamdan elde edilirken 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l
kinetin i¢eren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortam ile 4 mg/l
24-D ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu
ortamdan elde edilen sonuglarda aym gruba gimistir. Yaprak sap:i eksplantinda
tim ortamlarda embriyo olusturan eksplant yilizdesi bakimindan elde edilen
sonuglar ayni gruba girmistir. Embriyo olusturan eksplant oran1 %0 ile % 3,70

arasinda bulunmugtur.

Cizelge 4.16 incelendiginde eksplant bagina embriyo sayisi bakimindan MS temel
besin ortaminda en iyl sonug 8,22 adet ile 1 mg/124-D vel mg/l kinetin
iceren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildigi hormonlu ortamdan elde
edilmistir. Ayrica 4 mg/l1 2,4-D ve 1 mg/l kinetin i¢eren ortamdan gelen kalluslarin
aktarildigi hormonlu ortamla 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigi hormonlu ortamlardan elde edilen sonuclar da istatistiksel
olarak ayni gruba girmigtir. Bsh temel besin ortaminda eksplant bagina 18,45 adet
embriyo olusumu ile en iyi ortam 4 mg/l12,4-D ve 1 mg/l kinetin i¢eren ortamdan
elde edilen kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortam olmustur. Yine 2 mg/l 2,4-D
ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu ortamdan
elde edilen sonuclar da istatistiksel olarak aymi gruba girmigtir. SH temel besin
ortaminda ise elde edilen degerler (%0 ile % 4,17) aym gruba girmelerine ragmen
2 mg/1 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonsuz
ortamdan 4,17 adet ile en yiiksek sonug¢ elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin
sayist bakimindan Cizelge 4.16 incelendiginde MS ortaminda yine 1 mg/1 2,4-D

ve 1 mg/l Kkinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildigi hormonlu
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Cizelge 4.16. Verco ¢esidinde yaprak ve yaprak sapt eksplantlarinda MS, Bsh
ve SH temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’iin TBO x
ortam etkilesiminin eksplant bagina embriyo ve siirgiin sayisina
etkisine ait Duncan Testi sonuglari

Eksplant Bagina Embriyo Sayis1 | Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi

Ortamlar (mg/l) (adet) (adet)
MS Bsh SH MS Bsh SH
1 1 [Hormonsuz| 1,17 b 3,00 cd 0,00 a 0,83 b 2,00 ¢ 0,00 a

2,4-D | Kinetin| formonlu | 8,22 a | 2,67 cd | 0,002 | 530 a 1,75 ¢ | 0,00 a
2 1 Hormonsuz| 0,00 b 4,58 cd 0,17 a 0,00 b 3,17 be 0,17 a

2,4-D|Kinetin| fiormonlu| 0,00 b | 13,33 ab | 1,67 a 0,00 b 8,83 a 1,00 a

4 1 Hormonsuz| 0,00 b 18,45 a 2,75 a 0,00 b 10,28 a 2,17 a
2,4-D Kinetin |y ontu| 3,45 ab | 905 be | 0508 | 2,05ab | 638 ab | 0,50 a
1 1 [Hormonsuz| 0,00 b 6,83 bed 0,00 a 0,00 b 4,00 be 0,00 a
24-D BAP |Hormonlu| 0,00 b | 2,63 cd | 000a | 000b | 1,58 c | 0,00 a
2 1 Hormonsuz{ 1,00 b 0,50 d 4,17 a 1,33 ab 0,17 ¢ 2,95 a
2,4-D| BAP |Hormonlu| 2,83 ab | 000d | 133a | 1,78 ab | 0,00 c | 1,00 a
4 1 |Hormonsuzl 0,00 b | 3,00 cd | 250 a | 0,00b 1,67 ¢ 1,67 a

24-D| BAP |Hormonlu| 0,00 b 0,00 d 1,25 a 0,00 b 0,00 ¢ 0,50 a

Ayni siitunda igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p< 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
LSD=6,32 LSD=3,89

ortamin 5,30 adet siirgiin sayisi ile en iyi ortam oldugu aym zamanda 4 mg/1 2,4-D
ve 1 mg/l Kkinetin iceren ortamdan elde edilen kalluslarin aktanldigi hormonlu,
2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildig:
hormonlu ve hormonsuz ortamlardan elde edilen degerlerin de aym gruba girdigi
gorilmiistiir. Bsh temel besin ortaminda ise siirgiin sayisi bakimindan en iyi
sonuglar 10,28 adet siirgiin sayisi ile 4 mg/l 24-D ve 1 mg/l Kkinetin iceren
ortamdan gelen kalluslarin aktarildifi hormonsuz ortamdan ve 8,83 adet siirgiin

sayisiyla 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin i¢eren ortamdan elde edilen kalluslarin

aktarildign hormonlu ortamdan elde edilmis ve 6,38 adet sur%un sayistyl
B YIRS S ey
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2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildigi
hormonlu ortamdan elde edilen degerler aym1 gruba girmistir. SH temel besin
ortaminda siirgiin sayist bakimindan elde edilen degerler aym gruba girmelerine
ragmen yine en iyi sonu¢ 2,95 adet siirgiin sayisiyla 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP

iceren ortamdan gelen kalluslarn aktarildifi hormonsuz ortamdan elde edilmistir.

Cizelge 4.17°de ise eksplant basina embriyo sayis1 bakimindan yaprak eksplantinda
en iyi sonug 9,44 adet ile Bsh temel besin ortamindan elde edilirken MS temel besin
ortaminda 2,14 adet ve SH temel besin ortaminda 1,75 adet embriyo elde edilmistir.
Yaprak sap1 eksplantinda elde edilen degerler istatistiksel olarak ayni gruba girmistir.
Eksplant bagina embriyo sayist MS ve SH temel besin ortamlarinda 0,64 adet Bsh
temel besin ortaminda 1,21 adet olmustur. Eksplant bagina siirgiin sayist bakimindan
en iyl sonu¢ Bsh temel besin ortamindan elde edilirken (5,81 adet), MS temel besin
ortamindan 1,36 adet ve SH temel besin ortamindan 1,21 adet siirgiin elde
edilmigtir. Yaprak sapinda ise stirglin sayis1 bakimindan istatistiksel olarak temel
besin ortamlar1 arasinda fark bulunmadifindan degerler aym gruba girmistir. Bsh
temel besin ortamindan 0,83 adet, MS temel besin ortamindan 0,52 adet ve SH temel

besin ortamindan 0,44 adet stirglin elde edilmistir.

Cizelge 4.17. Verco ¢esidinde yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda MS, Bsh ve
SH temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’lin eksplant x
TBO etkilesiminin eksplant basina embriyo ve siirgiin sayisina
etkisine ait Duncan Testi sonuglar1

Eksplant Basina Embriyo Sayis1 | Eksplant Basina Siirgiin Sayisi
(adet) (adet)
Eksplantlar
MS Bsh SH MS Bsh SH
Yaprak 2,14 b 9,44 a 1,750 b 1,36 b 5,81 a 1,21 b
Yaprak Sap 0,64 a 1,21 a 0,64 a 0,52 a 0,83 a 0,44 a
Temel Besin Ortamlan 1,39 534 1,4 0.94 332 0,83
Ortalamasi

LSD=2,58

LSD=1,59

Ayni satir igerisinde farkl: harflerle gsterilen ortalamalar arasindaki fark p< 0.05 diizeyinde énemlidir.
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Cizelge 4.18 incelendiginde yaprak eksplantinda eksplant basina embriyo sayisi
bakimindan 12,39 adet embriyo sayisiyla 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren
ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildign hormonsuz ortamdan en iyi sonug
alimrken 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen kalluslarin
aktarildig1 hormonlu ortam ile 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigi hormonlu ortamlardan elde edilen sonuglar da ayni gruba
girmigtir. Yaprak sapt eksplantinda embriyo sayis1 bakimindan elde edilen veriler
ayni gruba girmesine ragmen en fazla embriyo olusturan (4,19 adet) ortam 2 mg/l
2,4-D ve 1 mg/1 kinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildigi hormonlu
ortam olmustur. Eksplant basina siirgiin sayist bakimindan da yaprak eksplantinda
yine 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin
aktarildigi hormonsuz ortamdan 7,08 adet ile en iyi sonug elde edilmigtir. Ayrica, 1
mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu
ortamdan, 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen kalluslarin
aktarildig1 hormonlu ortamdan ve 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan
gelen kalluslarin aktarildii hormonlu ortamlardan elde edilen sonuglar da
istatistiksel olarak aymi gruba girmistir. Yaprak sapi eksplantinda ise 2,74 adet
stirglin sayisi ile en iyi sonu¢ 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP iceren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigt hormonlu ortamdan alinmasina ragmen tiim ortamlardan

elde edilen degerler ayni gruba girmistir.

Yonca ile yapilan cesitli doku kiiltiirli ¢alismalarinda somatik embriyogenesisi
etkileyen faktérler arastirilmigtir. Suginobu et al., (83) yonca’da somatik embriyo
olusumunu incelemek i¢in kullandig1 besin ortamlarinda MS’de BO ortamina
oranla kalluslarin daha biiyilk oldugunu ama Bs ortamiyla aralarinda onemli
farklilik bulunmadigini tespit etmis ve en fazla embriyoyu MS temel besin
ortamindan elde etmislerdir. Takamizo et al., (84) ise dort farkli besin ortamiyla
(B2, Bsh, UM, SH) yaptig1 ¢alismada sadece UM ortaminda embriyo gelisimi
oldugunu gézlemlemigler ve 4 mg/1 2,4-D igeren ortamda embriyo miktarimn diger
ortamlara oranla 4 kez daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Birgok aragtirmaci

da somatik embriyo olusumu igin eksplantlar ilk olarak yiiksek oranda oksin igeren
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Cizelge 4.18. Verco ¢esidinde yaprak ve yaprak sapi eksplantlarinda MS, Bsh ve
SH temel besin ortamlarinda 2,4-D, kinetin ve BAP’lin eksplant x
ortam etkilesiminin eksplant bagina embriyo ve siirglin sayisina
etkisine ait Duncan Testi sonuglari

Eksplant Basina Embriyo Sayis1 | Eksplant Basina Siirgiin Sayis1
Ortamlar (mg/l) (adet) (adet)

Yaprak Yaprak Sap: Yaprak Yaprak Sapi
1 1  |Hormonsuz 2,78 bed 0,00 2 1,89 cde 0,00 a
2,4-D| Kivetin| Hormontu| 7,56 abe 0,00 a 4,70 abc 0,00 a
2 1  [Hormonsuz 3,06bcd 0,11a 2,11 cde 0,11a
2,4-D|Kinetin| formontu| 5,81 bed 4,192 3,81 abcd 2,74a
4 1  Hormonsuz 12,39 a 1,74 a 7,08 a 1,22 a
24-D|Kinetin| o onlu|  8,67ab 0,00 2 5,96 ab 0,00 2
1 1  |[Hormonsuz 4,56 bed 0,00 a 2,67 bede 0,00 a
24-D| BAP |Hormonlu| 1,76 cd 0,00a 1,06 cde 0,002
2 1 |Hormonsuz 2,26 cd 1,22 a 1,74 cde 1,22 a
24-D| BAP | Hormonlu 0,00d 2,78 0,00 e 1,86 a
4 1 Hormonsuz 3,67 bed 0,00 a 2,22 cde 0,00 a
24-D| BAP |Hommonlu|  0,833d 0,000 2 0,33 de 0,002

Ay siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p< 0,05 diizeyinde énemlidir.
' LSD=5,16 LSD=3,18

ortamda kiiltiire aldiktan sonra gelisen kalluslari embriyo gelisimi igin hormon
icermeyen ortama aktarmiglar ve basarih sonuglar elde etmislerdir (74, 75, 81, 86,
94). Bu ¢aligmada da benzer sonuglar elde edilmistir. MS ve Bsh ortamlar arasinda
kallus biiytikliigii bakimindan MS ve Bsh 6nemli bir farklilik bulunmamasina ragmen
MS ortamindan elde edilen kalluslar daha biiyiik olmustur. Embriyo olusumu
bakimindan ise Bsh temel besin ortaminda en iyi sonug¢ 4 mg/1 2,4-D iceren ortamdan
gelen ve hormonsuz ortama aktarilan kalluslardan elde edilmistir. Atanassov and
Brown, (76) yaptiklar1 ¢alismada embriyo olusumunda kinetinin BAP, 2IP, ve

zeatine gore daha etkili sonu¢ verdigini bildirmislerdir.
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Bu ¢aligmada da kinetin i¢eren ortamlar BAP igeren ortamlara oranla daha iyi
sonuglar vermistir. Ayrica kallus gelisiminde kinetinin kullanildigi ve daha sonra
hormomlu ve hormonsuz ortamlara aktarilan kalluslarda 2,4-D konsantrasyonuna
bagl olarak embriyo olusumunda farkliliklar oldugu gozlenmistir. Yani, 2,4-D
konsantrasyonu arrtikga hormonsuz ortamlarda embriyo olusumu artig gosterirken,
hormon igeren ortamlarda bu oranin azaldig1 belirlenmigtir. Kallus geligiminde
BAP’tin kullanildig1 ortamlarda ise 2,4-D konsantrasyonuna bagli olmaksizin

embriyo geligiminin hormonsuz ortamlarda daha fazla oldugu goriilmiistiir.

4.1.5. Verco c¢esidinin farkh eksplantlarindan somatik embriyogenesis yoluyla

adventif siirgiin eldesi

MS, Bsh ve SH temel besin ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ile kinetin
ve BAP bitki biiyiime diizenleyicilerinin adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisinin
incelendigi denemede adventif siirgiin rejenerasyonunun 4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l
kinetin igeren Bsh ortamimin iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Somatik
embriyogenezisin basarisini etkileyen faktorlerden biri de eksplant segimidir (60).
Bu nedenle Verco gesidine ait 6 eksplantin (tek yaprak, t¢lii yaprak, yaprak sapi,
govde, kotiledon, hipokotil) somatik embriyo gelisimi ve siirgiin rejenerasyonu
kabiliyetini degerlendirmek amaciyla bir deneme kurulmustur. Eksplantlar
4 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin igeren Bsh ortaminda 8 hafta siireyle Kkiiltiire
alindiktan  sonra embriyo gelisimi i¢in hormonsuz Bsh ortamina alinmistir.
Gelisen embriyolar, bitkicik elde etmek i¢in MSO ortaminda alt kiiltiire
alinmistir. Eksplantlar kiiltiire alindiktan yaklasik 7-8 giin sonra kallus olusumu
ve 10 hafta sonra da kalluslar tizerinde embriyo olusumu gézlenmistir (Resim 4.7).
Embriyolardan bitkicik gelisimi ise 4-5 ay kadar bir siire almigtir. Gelisen
bitkiciklerin morfolojik olarak normal olduklar gézlenmis ve saksilara aktarilmigtir

(Resim 4. 8). Bu denemeye ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.19°da verilmistir.

Denemeye alinan eksplantlarin tiimii kallus olugturmus ve eksplantlar arasinda kallus
agirhfr bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadigi tespit edilmistir. Embriyo

olusturan eksplant yiizdesi bakimindan 0.05 diizeyinde 6nemli farkiilik bulunurken
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Resim 4.7. Verco gesidine ait yaprak eksplantlarinda kallus olusumu ve somatik
embriyo gelisimi
(a) kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l1 kinetin
iceren Bsh ortaminda kallus olusumu
(b) kultir baglangicindan 12 hafta sonra BshO ortaminda kalluslar
tizerinde olugan somatik embriyolar
(c,d) kiiltiir baglangicindan 15-16 hafta sonra BshO ortaminda somatik
embriyo gelisimi
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Resim 4.8. Verco ¢esidinin yaprak eksplantlarinda somatik embriyolardan bitkicik
gelisimi
(a,b) kiiltiir baglangicindan 18-20 hafta sonra BshO ortaminda somatik
embriyolardan geligen bitkicikler
(c) BshO ortaminda geligen bitkiciklerde kok ve gévde gelisimi
(d) bitkiciklerin saksilarda dis ortama alistirilmasi
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eksplant bagina embriyo sayisi ve petri basina siirgiin sayis1 bakimindan farkliligin
Onem diizeyi 0.01 olmustur. Eksplant basina siirgiin sayisi incelendiginde ise énemli
bir farklihk bulunamamistir (Cizelge 4.19.). Eksplantlar arasinda goriilen
farklihklarin 6nem diizeyini belirlemek igin yapilan Duncan Testi sonuglari

Cizelge 4. 20’de verilmigtir.

Cizelge 4. 19. Verco gesidinin farkli eksplantlarinin kallus olusumu ve somatik
embriyogenesis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisine
ait varyans analizi

Kallus (ﬁﬁl‘:ziy:n Eksplant Basina | EksplantBasma Petri Basina
Varyasyon |S.D.| Agirhgi (g) Ek: lrn ¢ Embriye Sayisi Siirgiin Sayisi Siirgiin Sayisr
Kaynaklan pa o (adet) (adet) (adet)
Yiizdesi (%)

K.O.| F. | KO. | F. K.O. F. K.O. F. K.O. F.

Genel 18
Eksplant | 5 | 0,055 |1,281]|224,530{3,350*/2985,79219,368**( 369,473 | 2,919 |4804,45617,901*%

Hata 1210,043 67,027 318,712 126,583 608,111

** p<0.01 diizeyinde 6nemli
* p<0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4. 20 incelendiginde kallus agirhgi bakimindan eksplantlar arasinda
istatistiksel olarak bir farklihk bulunmadifindan tiim eksplantlar aym
gruba girmistir. En digik kallus agirlign 1,04 g ile kotiledon eksplantinda,
en yiiksek kallus agirhigi ise 1,43 g ile govde eksplantindan elde edilmigtir.
Embriyo olusturan eksplant yiizdesi incelendiginde %33.33 en iyi eksplantin ti¢li
yaprak oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte yaprak sap1 (%23,33), hipokotil
(%20) ve tek yaprak (%13,33) eksplantlarindan elde edilen sonuglar da en iyi
sonugla ayni grupta yer almistir. Eksplant bagina embriyo sayisi bakimindan da yine
tiglii yaprak eksplant1 94,66 adet ile en iyi sonucu verirken 79,33 adet ile yaprak sap1
eksplantindan elde edilen sonug tigli yaprak eksplanti ile aym gruba girmistir.
Eksplant bagina siirgiin sayisi agisindan tiglii yaprak, yaprak sapi, kotiledon,
hipokotil ve tek yaprak eksplantlar1 ayni gruba girmekle birlikte 34,86 adet ile en iyi

sonug yine tiglii yapraktan elde edilmistir. Petri bagina siirgiin sayis1 bakimindan
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113 adet siirgiin ile ¢l yaprak en iyi sonucu verirken 6,66 adet sayisiyla en az

slirglin gévde eksplantindan elde edilmistir.

Cizelge 4. 20. Verco ¢esidinin farkli eksplantlarinin kallus olugsumu ve somatik
embriyogenesis yoluyla adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisine

ait Duncan Testi sonuglar

Kallus Embriyo Eksplant Eksplant Petri Bagma
Olusturan Basma Basmna e
Eksplantlar Siirgiin
Agirhig (g) Eksplant Embriyo Siirgiin Sayist (adet)
Yiizdesi (%) | Sayisi' (adet) | Sayist' (adet) ¥
Uglii yaprak 1,08 a 33,33 a 94,66 a 34,86 a 113,00 a
Yaprak sapi 1,17 a 23,33 ab 79,33 ab 30,50 a 67,67b
Goévde 1,43 a 10,00 be 10,66 d 5330 6,66 d
Kotiledon 1,04 a 6,66 ¢ 31,33 cd 16,66 ab 16,66 cd
Hipokotil 1,23 a 20,00 abc 54,60 be 29,66 a 58,67 be
Tek yaprak 1,23 a 13,33 abc 35,50 cd 18,16 ab 23,56 bed

Ayni siitun icerisinde farkli harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark p< 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

McKenzie and Walton, (78) Medicago sativa ve M. media tiirlerine ait kiiltiir
ve 1slah hatlarina ait hipokotil ve kok eksplantlari ile yaptiklari ¢aligmada eksplant
ve embriyo olusumu arasinda istatistiksel bir farkliik bulunmamasina ragmen
gozlemlerinde eksplantlar arasinda farklilik tespit ettiklerini bildirmiglerdir.
Yine, Okumura et al., (89) eksplant kaynagimin somatik embriyo olusumuna
etkisini aragtirmiglar 7 eksplant kaynaginda olusan somatik embriyo  sayisi
bakimindan istatistiksel olarak ¢nemli bir farklilik bulunmadigim1  bildirmisler fakat
yaprak, kok ve kok ucu eksplantlarinda bireysel olarak %80 iizerinde embriyo
olusumu oldufunu rapor etmislerdir. Suginobu et al.,, (83) yoncada genotipin,
ortamin ve eksplantin kallus ve somatik embriyo olusumuna etkisini incelemigler,
hipokotil eksplantinin en genis kalluslar olusturdugunu, embriyo olusum frekansinin
en iyi govde eksplantindan elde ettiklerini belirtmiglerdir. Scarpa et al., (87)
M. polymorpha yabani tiirleri ile yaptiklani doku kiiltliri ¢alismasinda eksplant
kaynagimin etkili oldugunu bildirmiglerdir. Hammad et al., (88) yoncamn iki

varyatesinde 6 farkli ortam da kiiltiire aldiklar1 eksplantlardan yaprak eksplantinin
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her zaman en iyi sonucu verdigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da kallus agirlig:
bakimindan eksplantlar arasinda istatsitiksel farkliliklar bulunmamasina ragmen
govde eksplantindan en agir kalluslar elde edilmistir. Somatik embriyo olusumu en
iyi yaprak eksplantindan elde edilmis ve eksplant kaynaginin somatik embriyo

olusumunda etkili oldugu saptanmugtir.

4.1.6. Yonca cesitlerine ait iiclii yaprak eksplantindan somatik embriyogenesis

yontemiyle adventif siirgiin eldesi

Somatik embriyogenezisin bagansim etkileyen en Onemli faktor bitkinin
genotipidir (62,65). Embriyo olusumunda genotip ile ortam arasinda da 6nemli
farkhiliklar bulunmaktadir (78). Daha 6nce Verco ve diger cesitlerle yapilan
somatik embriyogenesis denemesinde en iyi sonuglar Verco ¢esidinden elde
edilmesine ragmen besin ortami igerifinin de embriyo olusumunda etkili olmasi
ve bu denemede farkli icerikte besin ortamu kullamlmasi nedeniyle Verco
cesidiyle birlikte El¢i, Bitlis, El¢i:28-A, Hemedan, Kayseri, El¢i:13 ve El¢i:45
¢esitleri kullamlarak yeni bir deneme kurulmustur. Eksplant olarak Verco ¢esidine
ait eksplant denemesinde en iyi sonuglarin alindigi iiglii yaprak eksplanti

kullanilmustir.

Cesitlere ait yaprak eksplantlarimin timii kiiltiire alindiklar1 Bsh + 4 mg/l 2,4-D
+ 1 mg/l kinetin ortaminda 1 hafta iginde kallus olusturmuslardir. Kiiltiir
baslangicindan 8 hafta sonra eksplantlar {lizerinde olusan kalluslarin
agirhiklart almmis ve kalluslar hormonsuz Bsh ortamina aktarilmiglardir. Bu
ortamda 6-8 hafta i¢inde kalluslar lizerinde embriyo olugumlari gdzlenmistir.
Embriyo olusturan kalluslarla birlikte tiim kalluslar MSO ortaminda kiiltiire
alinmis ve bu ortama aktarildiktan 4-6 hafta sonra embriyolardan siirgiinlerin
meydana geldigi tespit edilmigtir. Kiiltiire alinan ¢esitler kallus agirhg,
embriyo olusturan eksplant yiizdesi, eksplant basina embriyo sayisi ve siirgiin
sayis1 bakimindan incelenmigtir. Denemeye ait varyans analizi sonuglan Cizelge

4. 21. ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.21.’de goriildigl gibi kallus agirligit ve embriyo olusturan eksplant
yizdesi ag¢isindan ¢esitler arasinda 0.05 diizeyinde o6nemli bir farklihik
bulunurken, ¢esitlerin eksplant bagina embriyo ve siirglin sayisina etkisi
0.01 diizeyinde onemli olmustur. Ele alinan 6zelliklerde goriilen farkliliklarin 6nem
diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi sonuglar1 Cizelge 4. 22°de

verilmigtir.

Cizelge 4.21. Farkli yonca cesitlerinin iiglii yaprak eksplantinda kallus olugumu ve
somatik embriyogenesisin adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisine

Kallus A#rlis Embriyo Olustiran |  Eksplant Bagina Eksplant Bagina
Varyasyon 2 us(g)gl g Eksplant Yiizdesi Embriyo Sayisi Siirgiin Sayisi
Kaynaklars <D (%) (adet) (adet)

K.O: F. K.O. F. K.O. F. - K.O. F.
Genel 24
Cesit 7 | 0,091 |2,929*| 307,096 | 2,706* | 2152,494 |23,153**] 445977 }|34,088%**
Hata 16 | 0,031 113,469 92,970 13,083

ait varyans analizi

** p<0.01 diizeyinde 6nemli
* p<0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4. 22°de goruldugu gibi, kallus agiligi bakimindan Elgi-13 (1,34 g)
ve Bitlis (1,32 g) cesitleri ve bunlarla istatistiksel olarak aym gruba giren
Verco, El¢i, Elgi-45 ve Kayseri gesitleri en iyi gesitler olarak belirlenmistir.
Embriyo olusturan eksplant yiizdesinde % 33,33 ile Verco gesidi en yiiksek
degere sahipken % 13,33 ile Hemedan ¢esidi de istatistiksel olarak Verco ile
aym1 gruba girmistir. Eksplant bagina embriyo sayis1 (79,36 adet) ve eksplant
bagina siirgiin sayis1 (32,68 adet) yoniinden en yiiksek degerleri Verco ¢esidi
vermigstir. Verco disindaki 'tl‘im cesitler arasinda eksplant bagina embriyo sayisi
(0,67-14,67 adet) ve stirglin sayis1 (0-2,67 adet) bakimindan istatistiksel bir fark
bulunmadif: i¢in ayn1 gruba girmiglerdir. Hemedan ¢esidi diger gesitler arasinda
eksplant bagina 14,67 adet embriyo ve 2,67 adet siirgiin sayisiyla en yiiksek degerleri

vermistir.
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Cizelge 4. 22. Farkli yonca ¢esitlerinin {iglii yaprak eksplantinda kallus olusumu ve
somatik embriyogenesisin adventif siirglin rejenerasyonuna
etkisine ait Duncan Testi sonuglari.

Cegitler Kallus (])El?:;:lz‘on Eksplz'mt Basma | Ek”spl?nt Bagmma
gy | Flopant Visdes | B Savst | Srgin et
(")

Verco 1,08 ab 33,33 a 79,36 a 32,682
Elgi 1,14 ab 6,67b 3,17b 0,33b
Elgi-13 1,34 a 3,33b 1,00b 0,33b
Elgi-45 1,17 ab 3,33b 0,67b 0,00b
Bitlis 1,32a 3330 233b 0,000
Elgi:28-A 0,87b 10,00b 3,17b 0,00b
Hemedan 0,92b 13,33 ab 14,67 b 2,67b
Kayseri 1,09 ab 6,67b 8,00 b 0,00b

Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p<0.05 diizeyinde énemlidir.
! Embriyo ve siirgiin olugturan eksplant bagina embriyo ve siirgiin say1si

Chen and Marowitch, (79) yaptiklar1 ¢alismada in vitro rejenerasyon yetenegi
ile genotip arasinda ¢nemli iliski bulundugunu bildirmislerdir. Yine Sorenses et al.,
(82) in vitro rejenerasyon yeteneginin genetik kontrol altinda ve yliksek oranda
kalitsal oldugunu belirtmigtir. Suginobu et al., (83) yoncada genotip, ortam
ve eksplant ¢esidinin kallus ve somatik embriyo olusumuna etkisini incelemigler
ve sonu¢ olarak somatik embriyo olusumunda genotipik gegmisin ortam,
eksplant kaynagi gibi faktorlere oranla ¢ok daha kritik bir faktér oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada da kullamlan gegitlerin somatik embriyo olusumuna
etkisi 0,01 diizeyinde Onemli bulunmustur. Cesitler arasinda Verco’nun
diger cesitlere oranla oldukga yliksek rejenerasyon kabiliyetine sahip oldugu
belirlenmigtir. Diger ¢esitlerde embriyo olusumunun az olmasim genotipe

baglayabiliriz.
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4.1. 7. Verco ¢esidinde TDZ’un adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Test edilen cesitler igerisinde istatistiksel gruplandirma da en iyi sonuglar
veren Verco ¢esidinde Thidiazuronun (TDZ) degisik dozlarinin kallus olusumu
ve siirglin rejenerasyonuna etkisi arastinlmistir. TDZ’nun, in vitro kiiltiirlerde
sitokinin kaynagi1 olarak kullamlan ve siirgiin rejenerasyonunun tesvik
eden bir bilyiimeyi diizenleyici oldugu degisik arastirmacilar tarafindan

belirtilmistir (27).

TDZ’nun 0,01 mg/l ile 2,0 mg/l arasindaki dozlarinda kiiltire alinan
Verco ¢esidinin yaprak, kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 10 giin i¢inde kallus
olusturmuslardir. Kallus kiiltiirleri 8 hafta sonra MSO ortamina aktarilmis ve bu
ortamda 6-8 haftada bir alt kiiltire alinmislardir. Embriyo olusumu Kkiiltiir
baslangicindan 7-8 ay sonra meydana gelmistir. Kallus olusumu ve adventif siirgiin

rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4. 23.”de verilmistir.

Cizelge 4.23°de de gorlildiigi gibi ortamlarin ve eksplantlarin  kallus
olusturan eksplant ylizdesine etkisi istatistiksel olarak o©nemli ¢ikmazken
ortam x eksplant etkilesimi 0.05 diizeyinde O6nemli ¢ikmmstir. Kallus
agirhig1 bakimindan ise ortam x eksplant etkilesimi ile ortamlarin ve eksplantlarin
tek basma etkisi 0.01 diizeyinde O©nemli olmustur. Embriyo olusturan
eksplant ylizdesi yoniinden ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken
ortam X eksplant etkilesimi 0.05 diizeyinde o©nemli olmustur. Kullanilan
eksplantlarin  eksplant bagina embriyo sayisina etkisi 0.05 diizeyinde
onemli bulunurken, ortamlarin etkisi 0,01 diizeyinde ©6nemli bulunmustur.
Ortam x eksplant etkilesiminin eksplant basina embriyo sayisina etkisinin ise
yine 0,05 diizeyinde oOnemli oldufu gorilmustir. Eksplant bagina siirgiin
sayist bakimindan incelendiginde ortamlarin etkisi 0,01 diizeyinde O6nemli
¢ikarken, ortam x eksplant etkilesiminin etkisi 0,05 diizeyinde 6nemli olmustur.
Farkhliklar arasindaki onem diizeyini belirlemek igin Duncan Testi yapilmistir
(Cizelge 4.24,25).
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Cizelge 4.24 incelendiginde, kallus olugturan eksplant yiizdesi bakimindan
yaprak ve kotiledon eksplantlarinda tiim ortamlar istatistiksel olarak aymi gruba
girmigtir. Yaprak eksplantinda 0,5 ve 1,0 mg/l TDZ iceren ortamlarda, kotiledon
eksplantinda 0,01, 1,0 ve 2,0 mg/l TDZ igeren ortamlarda kallus olusturan eksplant
yiizdesi % 100 olmustur. Hipokotil eksplantinda ise 2 mg/l TDZ igeren ortam harig
diger ortamlardan elde edilen sonuglar (%100, %93,33 ve %73,33) istatistiksel
olarak birinci grupta yer almigtir. Kallus agirlign bakimindan ise yaprak eksplanti
0,37 gile 1,0 mg/l TDZ igeren ortamdan 0,41 g ile 2,0 mg/l TDZ ve 0,2 mg/l TDZ
iceren ortamda 0,32 g ile en yiiksek kallus agirligini olusturdugu goriilmektedir.
Yaprak eksplantinda en diisiik kallus agirhg: 0,14 g ile 0,01 mg/l TDZ igeren
ortamda olmustur. Kotiledon eksplantinda ise elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak ayn1 gruba girmigtir. Kallus agirliklar1 0,23 g ile 0,16 g arasinda olmugtur.
Hipokotil eksplantinda kallus agirligi bakimindan en iyi sonu¢ 0,2 mg/l TDZ i¢eren

ortamda 0,42 g olurken 0,01 ve 2,0 mg/l TDZ igeren ortamlarda 0,01 g olmugtur.

Cizelge 4. 24. Farklh TDZ dozlarinin Verco ¢esidinin yaprak, kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinda kallus olugsumuna etkisine ait Duncan Testi sonuglar:

Ortamlar Kallus Olusturan Kallus Agirhigs (g)

(mg) Eksplant Yiizdesi (%)

Ortam Ortam

TDZ Yaprak | Kotiledon | Hipokotil ort. Yaprak | Kotiledon | Hipokotil Ort.

0,01 83,33a | 100,00a | 100,00a | 94,44 0,14 c 0,18a 001c 0,13

0,2 90,00a | 56,66a | 100,00a | 82,22 0,32 ab 0,16 a 042 a 0,30

0,5 100,00a [ 66,662 | 73,33ab | 80,00 0,22 be 0,16a 0,28b 0,22

1,0 100,00a | 100,00a | 93,33 a 97,77 0,37 a 021a 0,13¢ 0,23

2,0 90,00a [ 100,00a | 33,330 74,44 0,41 a 0,23 a 0,01c 0,23

Eksplant | 97 66 | 84,66 | 80,00 0,29 0,19 0,19
Ort.

Ayni siitun igerisinde farkh harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda fark p< 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
LSD=40, 88 LSD=0,14
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Cizelge 4. 25. incglendiginde yaprak eksplantinda embriyo olusturan eksplant
yiuizdesi, eksplant baslné embriyo ve siirgiin sayist bakimindan sadece
2 mg/l TDZ igeren ortamdan sonug¢ elde edilmistir. Fakat elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak hi¢ embriyo vermeyen ortamlarla aym gruba girmistir. Kotiledon
eksplantinda embriyo olusturan eksplant yiizdesi bakimindan 0,01-0,2-0,5 mg/l
TDZ igeren, hipokotil eksplantinda ise 0,2 mg/l TDZ igeren ortamlardan en yiiksek
sonuglar alinmustir. Eksplant basina embriyo sayist bakimindan kotiledon
eksplantinda en iyi sonu¢ 0,2 mg/l TDZ iceren ortamdan elde edilirken 0,01 ve
0,5 mg/l TDZ igeren ortamlardan elde edilen sonuglar da istatistiksel olarak ayni
grupta yer almistir. Bu ortamlarda eksplant basina 2,33 ile 15.33 adet embriyo
elde edilitken 1,0 ve 2,0 mg/l TDZ igeren ortamlarda embriyo olusumu
goriilmemistir. Hipokotil eksplantinda ise yine 0,2 mg/l TDZ igeren ortamdan
(34,66 adet) en iyi sonug elde edilmistir. 0,01 mg/l TDZ igeren ortamda eksplant
basma 7,00 adet embriyo olusurken diger ortamlarda embriyo olusumu
gozlenmemistir. Eksplant basma siirgiin sayisinda ise kotiledon eksplantinda
sonuclar ayni gruba girmekle beraber 0,2 mg/l TDZ igeren ortamda 5,33 adet
siirglin olusumu go6zlenirken 0,01-1,0-2,0 mg/l TDZ igeren ortamlarda siirgiin
olusumu goriilmemistir. Hipokotil eksplantinda yine en iyi sonug 0,2 mg/l igeren

ortamdan elde edilmigtir. Bu ortamda eksplant bagina siirgiin sayis1 15 adettir.

Yoncaya TDZ sitokinin etkisi ile ilgili yapilan literatiir taramasinda sadece  diploid
tek yillik yoncalarla yapilan bir g¢aligmaya rastlanmis olup bu ¢alismada TDZ’un
yilksek oranda somatik embriyo olusumunda etkili oldugu bildirilmistir (97). Bu
calismada ise yiiksek oranda somatik embriyo olusumu gézlenmemesine ragmen
hipokotil eksplantindan iyi sonuglar elde edilmistir. Bu eksplantta en iyi sonuglarin
alindig: 0,01 mg/l (7,00 adet) ve 0,2 mg/l (34,66 adet) dozlar1 arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir farkliligin ¢iktif1 gériilmektedir. Sonug olarak, TDZ dozlarindaki
kiigiik degisikliklerin bile embriyo olusumunda etkili oldugu s6ylenebilir.
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4.2. A. tumefaciens Aracihifiyla Yoncaya Gen Aktarimi

4.2.1. Farklhh A. tumefaciens hatlan ile Verco cesidinin yaprak eksplantina gen

aktarimi

Verco ¢esidine ait yaprak eksplantlarnt GV2260, LBA4404 ve EHA105 bakteri
hatlari ile 1/50 inokulumda 30 dk. siire ile inokiile edilmis, ardindan eksplantlar
2-5 giin siireyle kati veya sivi ortamda ko-kiiltiivasyona tabi tutulmustur.
Eksplantlar daha sonra  segici  rejenerasyon  ortamina  aktarilmugtir.

Yapilan uygulamalara ait degerlendirmeler Cizelge 4. 26’da verilmistir.

Cizelge 4. 26. Farkli A. tumefaciens hatlar ile Verco gesidinin yaprak eksplantina
gen aktarimi

Ko- killtiivasyon Siiresi (giin)

Segici Antibiyotik veya GUS Pozifif Embriyo

il Ko- Bakteri Kiiltiire Alinan A y Vet Ekspland G
ulti erbisite Dayamikl eren Eksplant®* Oram
tivasyon Hatt: Eksplant Say1si Y P
Ortami Eksplant Oran1 (%) (%)
2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5

GV2260 | 350 | 300 | 160 | 130 | 81,7 | 62,0 | 33,1 | 184 0 2,68 0 0
Kat LBA4404 | 120 | 100 { 100 { 80 1 12,5 [ 12,0 0 0 0 0 0 0

EHA 105 | 160 | 150 | 120 | 90 | 78,1 | 56,0 | 12,5 0 0 0 0 0

GV2260 | 220 | 190 - - 45,4 | 50,5 - - 0 0 0 0
Sivi LBA4404 | 160 | 140 - - 28,1 0 - - 0 0 0 0
EHA 105 | 180 | 150 - - 38,3 ] 353 - - 0 0 0 0

*Dayanikl: eksplantlardan elde edilen Gus pozitif embriyo veren eksplantlar

Cizelge 4.26 incelendiginde uygulanan kati1 ko-kiiltiivasyon ortaminda kullanilan
dayanikl eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger GV2260 bakteri hattindan elde
edilmigtir. Bu hat ile yapilan 2 giinlik ko-kiiltlivasyon siiresi uygulamasinda
dayanikli eksplant orani % 81,7 olurken EHA105 hattinda bu oran %78,1
olmugstur. Diger stirelerde yapilan ko-kiiltlivasyon uygulamalarinda da yine GV2260
hatt1 3 gilinlik uygulamada  %62,4 giinliik uygulamada %33,1 ve 5 giinlikk
uygulamada % 18,4 ile en yiiksek degerleri vermistir. LBA4404 hatt1 ile 4 ve
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5 gtnliik yapilan ko-kiiltiivasyon uygulamalarinda ve EHAI105 hatt: ile yapilan
5 giinlik ko-kiiltiivasyon uygulamalarinda dayanikli eksplant olusumu
gézlenmemigtir. Sivi ko-kiiltiivasyon uygulamalarinda yine GV2260 hattindan
2 giinliik uygulamalarda %45,5 ko-kiiltiivasyon stiresinin 3 giin oldugu uygulamada

da %50,5 oraninda dayamikli eksplant elde edilmistir.

GUS pozitif embriyo veren eksplant orani bakimindan Cizelge 4.26 incelendiginde
ise sadece GV2260 hatt1 ile yapilan kat1 ko-kiiltiivasyon ortaminin kullanildig1 ve
ko-kiiltiivasyon siiresinin 3 giin oldugu gen aktarimi uygulamasindan %2,68
oraninda GUS pozitif embriyo veren eksplant elde edilmistir. GUS pozitif embriyo
veren kalluslarin yesil renkli kalluslardan gelistigi goézlenmigtir. Bu kalluslardan
gelisen embriyolardan bazilar1 yesil renkli iken bazilarimin kanamisin etkisiyle
beyazlastigi goriilmiistiir. Yesil renkli embriyolar kanamisine dayanikli transgenik
aday embriyolar olarak belirlenmis ve gus pozitif uygulamadan olumlu sonuglar
alinmistir. Yesil renkli olmayan kalluslardan da embriyo gelistigi belirlenmesine
ragmen bu Kkalluslardan gelisen embriyolarin kanamisin etkisiyle beyazlastigi

goriilmiigtiir (Resim 4.9) .

4.2.2. Farkh A. tumefaciens hatlar ile Verco ¢esidinin yaprak sap:r eksplantina
gen aktarim

Verco ¢esidine ait yaprak sap: eksplantlar1 3 bakteri hatt: ile 1/ 50 inokulumda
30 dk. siire ile inokiile edilmis, ardindan eksplantlar 2 ve 3 giin siireyle kat1 veya
stvi ortamda ko-kiiltiivasyona tabi tutulmustur. Eksplantlar daha sonra segici
rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisimleri gézlenmis ve (kanamisin-fosfonitrisin)
dayanikli eksplant oran1 ve GUS pozitif embriyo veren eksplant oram1 bakimindan

degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.27.’de verilmistir.

Cizelge 4.27°de goriildiigii gibi dayamikli eksplant oram1 bakimindan kati
ko-kiiltiivasyon ortaminda EHA105 hatt1 2 ve 3 giinliikk ko-kiiltiivasyon siirelerinde
%58,5 ve %38,0 ile en yiiksek sonuglar1 vermigtir. GV2260 hatti ile yapilan

denemelerde ise 2 giinliik ko-kiiltlivasyon uygulamasinda dayanikli eksplant oram
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Resim 4. 9. Verco gesidine ait yaprak eksplantina GV2260 bakteri hatt1 ile gen
aktarimi ve histokimyasal GUS analizi
(a) kanamisine dayanikl: ve dayaniksiz kallus olugumu
(b) inokulasyondan 10 hafta sonra kanamisin igeren besin ortaminda
beyaz somatik embriyo gelisimi
(c) inokulasyondan 10 hafta sonra kanamisin igeren besin ortaminda
kanamisine dayanikli ve dayaniksiz somatik embriyo gelisimi
(d) aday transgenik embriyolarda yapilan GUS analizi sonucunda elde
edilen GUS pozitif embriyo kisimlari
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%33,3 3 glinliik uygulamada %32,3 ile ikinci en iyi sonu¢  alinmistir. LBA4404
hattinda ise 3 giinlik uygulamada dayanikli eksplant olugmazken 2 giinlik
uygulamada oran % 12,5 olmustur. Yaprak sapi eksplantinda kati ve sivi
ko-kiiltlivasyon ortamlarinda uygulanan farkli ko-kiiltiivasyon siireleri sonucunda

GUS pozitif embriyo veren eksplant elde edilememistir

Cizelge 4.27. Farkli A. tumefaciens hatlann ile Verco c¢esidinin yaprak sap1
eksplantina gen aktarimi

Ko- kiiltiivasyon Siiresi (giin)
Ko- Bakteri Kltiire Alinan Segici Antibiyetik veya GUS:Pozitif Embriyo:-
1445 Herbisite Dayaniklt Veren Eksplant* Orant
kultuvasyon Hatts Eksplant Sayis: Y P
Ortami Eksplant Oran1 (%) (%)
2 3 2 3 2 J 3
q
GV2260 150 130 333 32,3 0 0
Kati LBA4404 40 40 12,5 0 0 0
EHA 105 120 100 58,3 38,0 0 0
GV2260 120 100 37,5 28,0 0 0
Sivi LBA4404 50 40 16,0 0 0 0
EHA 105 120 100 41,6 39,0 0 0

* Dayanikli eksplantlardan elde edilen Gus pozitif eksplantlar

D’ Halluin et al., (11) A. tumefaciens araciligiyla M. sativa’nin RA-3 hattina yaptig1
gen aktarim ¢aligmasinda kati ko-kiiltiivasyon ortamim kullanmig ve 2-3 giinliik ko-
kiltiivasyon siiresi sonunda eksplantlar1 rejenerasyon ortamina aktarmiglardir.
Sonugta herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir. Hill et al., (101)
yaprak eksplantinda ve 3 giinliik kati1 ko-kiiltiivasyon ortam kullanarak yaptiklar:
¢alismalarda yonca mozaik viriisiine dayanikli 100°den fazla trahsgenik yonca bitkisi
elde ettiklerini bildirmislerdir. Pezotti et al, (102) 2 giin ko-kiiltiivasyon
uygulamasinda kanamisine dayanikh kallus elde etmislerdir. LBA4404 hatt1 ile M.
truncatula’mn 3 genotipine gen aktarim c¢aligmasinda yaprak ve yaprak sapi
eksplantlarini kat1 ortamda 3 giinliik ko-kiiltiivasyona tabi tutmuglar ve transgenik
bitkiler elde etmiglerdir (110). Yine Trieu and Harrison aym: bakteri hatt1 ve yonca

tiirii ile yaptiklar1  ¢aligmada kotiledon eksplantlari 5 giin siireyle ko-kiiltiivasyon
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islemine tabi tutmus ve transgenik bitkiler elde ettiklerini bildirmislerdir (111).
Trinh et al., (19) ise diploid Medicago hatlarina ait yaprak eksplantlarini sivi
ko-kiiltiivasyon ortaminda 3 saat siireyle tuttuktan sonra kati ko-kiiltiivasyon
ortaminda 3 giin siireyle bekletmis ve gen aktarim frekansiin %2-3 oraninda
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Kamate et al., (112) aym protokolii kullanarak
cicek kisimlan ile yaptiklari gen aktarim caligmasinda transgenik bitkiler elde

ettiklerini bildirmislerdir.

Desgagnes et al., (106) M. sativa’nin rejenerasyon yetenegi yiiksek ii¢ genotipinden
elde edilen 11 1slah hatti ile gen aktarim calismasi yapmuglardir. Caligmalarinda
C58, A281, LBA4404 Agrobacterium hatlarim kullanmiglardir. Deneme sonucunda
ic genotipten de transgenik kallus ve transgenik bitki elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Iyi bir transformasyon i¢in genotip-bakteri irki-vektér kombinasyonunun
onemli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, kanamisinin  transgenik olmayan
materyalin elimine edilmesinde olduk¢a etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Samac (107)’da  A. tumefaciens aracilifiyla M. sativa’nin 9 farkli kaynaktan gelen
ticari ¢esitleri ile transformasyon g¢aligmasi yapmustir. Calismasinda GUS ve
NPTII genini tastyan ikili vektorleri iceren 3 hat ile A208, A348, A281, Al136
yabani bakteri irklarim kullanmis ve transformasyonda bakteri irkinin yiiksek oranda
etkili oldugunu belirtmigtir. Soyler (98) ise yonca gesitlerinin in vitro ortamda
A. tumefaciens’e karst duyarhiliklarini belirlemek i¢in  yaptig1 ¢alismada Yonca
cesitleri ile yapilacak . gen aktarim c¢aligmalarinda yaprak eksplantlarimn

kullanilmasini 6nermistir.

Bu c¢aliyjmada eksplant tipi, bakteri hatti ve ko-kiiltiivasyon siiresinin
trasformasyonda etkili oldugu gézlenmistir. Yaprak eksplantindan GV2260 hattinda
kat1 ko-kiiltiivasyon ortaminda 3 giinliik siireyle yapilan uygulamadan %2,68
oraninda transgenik embriyo olusturan eksplant elde edilmigtir. Transgenik
materyalin belirlenmesinde embriyolar kullamildigindan transgenik bitki gelisimi
gdzlenememistir. Bu embriyolarin gelisimine izin verildiginde transgenik bitkilerin
elde edilebilecedi agiktir. Ancak, transgenik embriyo veren eksplant orammin diisiik

olmasi bitki genotipinden, bakteri irkindan veya kullamlan vektérlerden
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kaynaklanabilir, degisik inokiilasyon stirelerinin denenmesi, asetosiringon kullanmimi
ve kullanilan segici antibiyotiklerin dozunun azaltilmasi gibi faktorler gen aktarim

frekansinin artmasini saglayabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Yoncada Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

Doku kiiltlirii  ¢alismalarinda kullanilan eksplantlarin sterilizasyonu 6nemli bir
sorundur. Bu sorunu gidermek i¢in ¢aligmalarda in vitro’ da steril yetistirilen fideler
kullamlmistir. Sterilizasyon islemi igin tohumlar %70’lik ¢amasir suyunda 30d

stireyle muameleye tabi tutulmugtur.

Bilindigi gibi etkili bir gen aktarim sisteminde adventif siirgiin rejenerasyonu
kapasitesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle ilk olarak yoncada adventif siirgiin
rejenerasyon kapasitesini arttirmaya yonelik calismalar yapilmistir. Farkli besin
ortamlarinda ¢esitli bliytimeyi diizenleyiciler ve onlarin degisik kombinasyonlari

oncelikle Verco ¢esidinde denenmistir.

Verco ¢esidinde MS besin ortammnda BAP ve NAA’in adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisini belirlemek i¢in yapilan denemede yaprak, yaprak sapi ve
hipokotil eksplantlar1 kullarulmistir. Kallus olugturma yiizdesi bakimindan yaprak
sapt eksplantinda en yiiksek deger % 100 ile 1mg/l BAP- 0.25 mg/l NAA igeren
ortam ile 1-2-4 1mg/l BAP ve 0,50 1mg/l NAA i¢eren ortamlardan elde edilmistir.
Yaprak eksplantinda ise en yiiksek deger yine %100 ile 1mg/l BAP- 0,10 mg/l
NAA igeren ortamdan elde edilirken 2 mg/l BAP - 0,25 mg/l NAA igeren ortam da
%96,66 ile aym gruba girmistir. Hipokotil eksplantinda da kallus olusturan eksplant
yuzdesi bakimindan en iyi sonuglar 1-2 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA igeren
ortamlardan (%83,33 ve %93,33) elde edilmistir. Kallus agirligi bakimindan ise en
1yl ortam (0,71g) 2 mg/l BAP - 0,50 mg/l NAA igeren ortam olurken hipokotil
eksplanti (0,63 g) en iyi eksplant olarak belirlenmistir. Adventif siirgiin
rejenerasyonu bakimindan ise sadece yaprak eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0,10 mg/1
NAA igeren ortamda siirgiin rejenerasyonu tespit edilmistir. Kalluslar {izerinde 6nce
embriyo gelisimi goriilmiigtir. Daha sonra embriyolardan siirgiin gelisimi
olusmustur. Siirgiin olugturan eksplant sayisi 3, petri bagina siirgiin sayis1 ise 229

adet olmustur. Fakat siirgiin gelisimi olduk¢a uzun (9 ay) bir siire almustir.
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BAP/ NAA denemesinde embriyo gelisiminin belirlenmesi nedeniyle Verco ile
birlikte diger ¢esitlerin somatik embriyo olusumuna verdigi cevabi belirlemek
amaciyla bir deneme kurulmugtur. Denemelerde ¢esitlere ait gévde, yaprak, yaprak
sap1 ve hipokotil eksplantlar1 kullaniimistir. Bu deneme sonucunda kallus olugturan
eksplant yiizdesi bakimindan ¢esitler arasinda Snemli bir farklibk olmamakla
birlikte en yiiksek degerler Hemedan ve Elgi gesitlerinde (%91,66) goriilmiistiir.
Eksplantlar bakimindan ise ortalamalarin  %99,58 ile %62,91 arasinda oldugu,
hipokotil eksplantinin en iyi sonucu verdigi gérilmiistiir. Kallus agirligi bakimindan
ise gévde eksplant1 i¢in en iyi gesit Peru (3.28g), yaprak eksplant: i¢in en iyi ¢esitler
Hemedan ve Peru (1,67g-1,64g), yaprak sap1 eksplantinda Bitlis ve Nitro alfalfa
(1,50g-1,40g) cesitleri olmustur. Hipokotil eksplanti igin ¢esitlerden elde edilen
degerler aym gruba girmigtir. Cesitler bakimindan eksplantlarin  durumu
incelendiginde Verco, Kayseri, Hemedan ve El¢i ¢esidlerinde kallus agirhigi
bakimindan eksplantlar arasinda énemli farklilik bulunmadigindan hepsi ayni gruba
girmigtir. Nitro alfalfa ¢esidinde yaprak eksplanti digindaki eksplantlar ayni gruba
girmelerine ragmen 1,57 g ile en iyi sonug gdvde eksplantindan elde edilmistir. Peru
cesidinde govde eksplanti (3,28 g), Bitlis ¢esidinde yaprak sap1 (1,50 g), Kalender
¢esidinde ise hipokotil eksplanti (1,80 g) kallus agirli1 bakimindan en iyi eksplantiar
olarak tespit edilmistir. Kalluslarin bazilar1 gevsek dokulu ve seffaf goriintiilii
oldugu, digerlerinin biraz daha siki dokulu ve yesil renkte oldugu goriillmiistiir.
Seffaf ve gevsek dokulu kalluslarda embriyo gelisiminin daha erken oldugu
belirlenmigtir. Embriyo olusturan eksplant ylizdesi bakimindan en iyi ¢esit Verco
(%14,16) olmustur. Eksplantlar arasinda her ne kadar istatistiksel olarak 6nemli bir
fark bulunmasa da en iyi eksplant (%8,75) yaprak olarak belirlenmistir. Eksplant
basina embriyo sayisinda Verco gesidinin gévde eksplantinda 30,50 adet, yaprak
eksplantinda 93,56 adet ve hipokotil eksplantinda 34,00 adet embriyo sayisiyla en iyi
¢esit oldugu belirlenmistir. Yaprak sap1 eksplantinda ise c¢esitler arasinda 6nemli bir
farklilik bulunmamakla birlikte 5,66 adet ile Hemedan ¢esidi en iyi sonucu vermistir.
Cesitlere gore eksplantlarin etkisi incelendiginde Verco ¢esidinde 93,56 adet ile en
iyi sonu¢ yaprak eksplantindan elde edilirken yaprak sapi eksplantinda embriyo
olusumu goriilmemistir. Verco ¢esidi disindaki ¢esitlerde kullamlan eksplantlar

bakimindan her hangi bir farklilik tespit edilmemigtir. Kullamlan gesitlerin ve
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eksplantlarin eksplant bagina siirgiin sayisina etkisi incelendiginde ise yine Verco
¢esidinin en iyi ¢esit oldugu ve Verco ¢esidinde de yaprak eksplantinin (15,66 adet)
en iyi eksplant oldugu belirlenmistir. Kayseri, Hemedan ve Peru gesitlerinde sadece
hipokotil eksplantinda diigiik oranda siirgiin olusumu goriiliirken El¢i, Nitro alfalfa,
Bitlis ve Kalender ¢esitlerinde ise stirglin olusumu goézlemmemigtir. Strgiin
gelisimi 8 ay siirmigtiir. BAP / NAA denemesine oranla embriyo olusturan eksplant
yuzdesi, embriyo ve siirgiin olusumu siiresi bakimindan daha iyi sonuglar elde
edilmesine ragmen siirgiin sayis1 bakimindan BAP / NAA denemesinden daha iyi

sonug alinmistir.

Yonca ¢esitleri ile yapilan somatik embriyogenesis denemesinden embriyo olusumu
ve slirglin gelisim siiresi bakimindan olumlu sonuglar elde edilmesi nedeniyle
caligmalarda bu yolla adventif siirgiin elde edilmesi amaciyla farkli denemeler
kurulmustur. Cesitler i¢inde en iyi sonuglarin alindigi Verco ¢esidi kullamilmistir.
Denemede yaprak, yaprak sapi, kotiledon eksplantlar: ile adenin, kinetin ve 2,4-D
biiylimeyi diizenleyicilerin farkli dozlan kullanilmistir. Kullanilan B5h ve MS temel
besin ortamlarinda farkli hormon dozlarinda embriyo olugsumu tespit edilmistir. Bsh
temel besin ortaminda 2 mg/l adenin-0,2 mg/1 kinetin ve 1 mg/1 2,4-D igeren ortamda
kotiledon ve yaprak eksplantlarinda sirasiyla 14,10 adet ve 39,93 adet embriyo elde
edilmigtir. Bu embriyolardan sirasiyla 5,06 ve 7,33 adet siirgiin geligimi
belirlenmigtir. MS temel besin ortaminda kotiledon, yaprak, yaprak sapi
eksplantlarinda 1 mg/l adenin-0,2 mg/1 kinetin ve 1 mg/1 2,4-D igeren ortamda 13,00
adet, 26,16 adet ve 4,16 adet embriyo olusmustur. Embriyolardan elde edilen siirgiin
sayilar1 sirasiyla 2,83- 7,93 ve 1-50 adet olmustur. Her iki ortamda da en iyi sonug
yaprak eksplantindan alinirken yaprak sapi en diisiik degerleri vermigtir. Embriyo

olusumu 4-5 ay siirmiis ve embriyolardan siirgiin gelisimi oldukea diigiik olmugtur.

Adventif siirgiin rejenerasyonu oranimi yiikseltmek ve siirgiin olusum siiresini
kisaltmak amaciyla farkli dozlarda oksin (2,4-D) ve farkli sitokininler (BAP-
Kinetin) MS, Bsh ve SH besin ortamlarinda denenmistir. Denemelerde yaprak ve
yaprak sapi1 eksplantlar1 kullamlmigtir. Genel olarak kallus olusturma yiizdesi ve
kallus agirligi bakimindan BAP igeren ortamlardan daha yiiksek sonuglar elde
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edilmesine ragmen embriyo olusumu bakimindan kinetin i¢eren ortamlarin daha iyi
sonuglar verdigi belirlenmistir. Bsh temel besin ortaminda her iki eksplantta tim
ortamlarda % 100 oraninda kallus olusturmustur. Kallus agirlig1 bakimindan ise en
yiksek degerler MS temel besin ortamindan elde edilmistir. Embriyo olusturan
eksplant yilizdesi bakimindan MS temel besin ortaminda yaprak eksplantinda en iyi
sonu¢ 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin i¢eren ortamdan elde edilen kalluslarin
aktarildigt hormon igeren ortamdan (%23,33) elde edilmistir. Yaprak sap1
eksplantinda ise %20 oraniyla en iyi sonucu 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren
ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildif: hormon igeren ortam vermistir. Bsh
temel besin ortaminda ise yaprak eksplantinda 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin
iceren ortama ait kalluslarin aktarildigi hormonlu ve hormonsuz ortamlarda (%20
ile %26,66), 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan gelen kalluslarin
aktarildigi hormonsuz ortamda (%16,66) ve 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren
ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu ve hormonsuz (%16,66 ve %20)
ortamda en iyi embriyo olusturan eksplant yiizdeleri elde edilmistir. Yaprak sapi
eksplantinda sadece 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin i¢eren ortamdan gelen
kalluslarin aktarildigi hormonlu ortam ile 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren
ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortamda (% 10) embriyo olusumu
gozlenmigtir. SH temel besin ortaminda ise yaprak eksplantinda en iyi sonug %20 ile
2 mg/l 24D ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildig:
hormonsuz ortamdan elde edilirken yaprak sapi eksplantinda embriyo olusturan
eksplant ylizdesi %3,70 ile % 0 arasinda bulunmustur. Eksplant basina olusan
embriyo sayis1 ve siirgiin sayist incelendiginde ise MS temel besin ortaminda en
fazla embriyo 8,22 adet ile 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan elde
edilen kalluslarin aktarildifi hormonlu ortamdan elde edilmistir. MS ortaminda
yine ayni ortamin 5,33 adet siirgiin sayist ile en iyi ortam oldugu gériilmektedir.Bsh
temel besin ortaminda eksplant bagina 18,45 adet embriyo olusumu ile en iyi ortam
4 mg/1 2,4-D ve 1 mg/l kinetin i¢eren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildigi
hormonsuz ortam olmustur. Bsh temel besin ortaminda aym ortamda siirgiin sayisi
10,28 adet olmustur. SH temel besin ortaminda 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren
ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonsuz ortamdan 4,17 adet ile en yiiksek

sonug elde edilmistir. SH temel besin ortaminda siirgiin sayisi ise 2,95 adet olarak
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belirlenmistir. Eksplantlar bakimindan  temel besin ortamlarinin durumunu
degerlendirdigimizde en iyi sonucun 9,44 adet ile Bsh temel besin ortaminda oldugu
MS temel besin ortaminda 2,14 adet ve SH temel besin ortaminda 1,75 adet embriyo
olustugu tespit edilmistir. Yaprak sapi eksplantinda eksplant bagina embriyo sayist
MS ve SH temel besin ortamlarinda 0,64 adet Bsh temel besin ortaminda 1,21 adet
olmugtur. Eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan yaprak eksplantinda en iyi
sonug temel besin ortamindan elde edilirken (5,81 adet), MS temel besin ortaminda
1,36 adet ve SH temel besin ortaminda 1,21 adet siirgiin elde edilmistir. Yaprak
sapinda ise Bsh temel besin ortamindan 0,82 adet, MS temel besin ortamindan 0,52
adet ve SH temel besin ortamindan 0,44 adet siirgiin elde edilmigtir. Eksplantlarla
ortamlar arasindaki etkilesimi degerlendirdigimizde ise yaprak eksplantinda eksplant
basina embriyo sayisi bakimindan 12,39 adet embriyo sayisiyla 4 mg/l 2,4-D ve
1 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildit hormonsuz
ortamdan en iyi sonug alinirken yaprak sap: eksplantinda embriyo sayis1 bakimindan
elde edilen veriler aym1 gruba girmesine ragmen en fazla embriyo olusturan
(4,19 adet) ortam 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igceren ortamdan elde edilen
kalluslarin aktarildigy hormonlu ortam olmustur. Eksplant basina siirgiin sayisi
bakimindan da yaprak eksplantinda yine 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren
ortamdan elde edilen kalluslarin aktarildig1 hormonsuz ortamda 7,08 adet ile en iyi
sonug alinmustir. Yaprak sap: eksplantinda ise 2,74 adet siirgiin sayist ile en iyi sonug
2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan gelen kalluslarin aktarildigi hormonlu
ortamdan alinmigtir. Bu degerlendirmeler 15181nda en iyi sonuglar Bsh temel besin
ortaminda 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin igeren ortamdan elde edilen kalluslarin
aktarildigi hormonsuz ortamdan ve yaprak eksplantinda elde edilmistir. Embriyo
sayis1 bakimindan diger iki denemeye oranla daha diisiik degerler elde edilmesine
ragmen embriyolardan siirgiin gelisimi yiikksek oranda olmugtur. Ayrica siirgiin
gelisimi toplam 5-6 ay siirerek diger denemelere oranla daha kisa siirede

gerceklesmistir.

Somatik embriyogenesisin basarisim etkileyen faktérlerden biriside eksplant segimi
oldugu i¢in en iyi sonucun alindifi 4 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l kinetin iceren Bsh

ortaminda Verco ¢esidine ait tek yaprak, iiclii yaprak, gévde, kotiledon ve hipokotil
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eksplantlan ile yeni bir deneme kurulmustur. Denemeler sonucunda kallus olusumu
ve agirlig1 bakimindan eksplantlar arasinda farkliliklar tespit edilmemistir. Embriyo
olusturan eksplant oram Uglii yaprak eksplantinda %33,3 ile en yiiksek degeri
vermigtir. Embriyo sayis1 ile ilgili verileri degerlendirdigimizde 94,6 adet ile en iyi
eksplantin yine iglii yaprak oldugu tespit edilmigtir. Bunun disindaki eksplantlarda
ise embriyo sayis1 79,3 adet ile 10,6 adet arasinda bir deger gostermistir. Eksplant
basina siirgiin sayis1 agisindan ticlii yaprak, yaprak sap1 ve hipokotil eksplantlar1 aym
gruba girmekle birlikte 34,86 adet ile en iyi sonug¢ yine ii¢lii yapraktan elde
edilmistir. Bu eksplantta petri basina siirgiin sayis1 113 adet olarak belirlenmistir.
Yapilan denemeler igerisinde stirglin sayis1 ve siirgiin gelisim siiresi bakimindan en

iyi sonuglar bu denemeden elde edilmistir.

Diger yonca gesitlerinin somatik embriyo olusumuna verdigi cevaplar1 belirlemek
amaciyla Verco gesidine ait farkli eksplantlar ile yapilan denemenin aynisi sadece
tiglli yaprak eksplanti kullamlarak tekrarlanmigtir. Deneme sonucunda kallus agirlig
bakimindan El¢i-13 (1,34 g) ve Bitlis (1,32 g) gesitlerinin en iyi ¢esitler oldugu
belirlenmesine ragmen embriyo olusturan eksplant yiizdesinde % 33,33 ile Verco
cesidi ve % 13,33 ile Hemedan ¢esidi en iyi gesitler olmugtur. Eksplant bagina
embriyo sayisi ve eksplant bagina siirgiin sayisi yoniinden en yiiksek degerleri yine
Verco ¢esidi vermistir. Verco disindaki tiim cesitlerden elde edilen degerler ayni
gruba girmigtir. Verco ¢esidinde eksplant basina 79,36 adet embriyo, Hemedan
cesidinde ise 14,66 adet embriyo olustugu belirlenmistir. Siirgiin sayis1 bakimindan
da aym1 sonuglar elde edilmistir. Verco g¢esidinde eksplant basina siirgiin sayist 32,67

adet, Hemedan ¢esidinde ise sadece 2,66 adet olmustur.

Verco ¢esidinde TDZ’in etkisini belirlemek, adventif siirgiin rejenerasyon oranim
arttirmak ve siirgiin olsum siiresini daha da kisaltmak amaciyla yeni bir deneme
kurulmugtur. Denemede yaprak, kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 kullamlmistir.
Yaprak eksplantinda 0,5 ve 1,0 mg/l TDZ igeren ortamlarda, kotiledon eksplantinda
0,01, 1,0 ve 2,0 mg/l TDZ igeren ortamlarda hipokotil eksplantinda 0,01 mg/l TDZ
iceren ortamda kallus olugturan eksplant yiizdesi % 100 olarak belirlenmistir. Kallus
agirhifina etkisi incelendiginde ise yaprak eksplant1 0,37 g ile 1,0 mg/l TDZ igeren
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ortamda 0,41 g ile 2,0 mg/l TDZ iceren ortamda en yiiksek kallus agirligim
olugturdugu goriilmiistiir. Kotiledon eksplantinda ise elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak aymt gruba girmistir. Kallus agirliklar1 0,23 g ile 0,16 g arasinda
olmustur. Hipokotil eksplantinda kallus agirlig:r bakimindan en iyi sonu¢ 0,2 mg/l
TDZ igeren ortamda 0,42 g olarak tespit edilmistir. Yaprak eksplantinda embriyo
olusumu sadece 2 mg/l TDZ igeren ortamda belirlenmistir. Kotiledon eksplantinda
embriyo olusumu 0,01-0,2-0,5 mg/l TDZ iceren, hipokotil eksplantinda ise 0,01-
0,2 mg/l TDZ igeren ortamlarda belirlenmistir. Kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinda en iyi sonuglar 0,2 mg/l TDZ igeren ortamdan alinmigtir. Bu
ortamda kotiledon eksplantinda eksplant bagina embriyo sayis1 15.33 adet olurken
hipokotil eksplantinda 34,66 adet olarak tespit edilmistir. Kotiledon eksplantinda
embriyolardan olusan siirgiin sayis1 5,33 adet hipokotil eksplantinda ise 15 adet
olmustur. Siirgiin sayis1 bakimindan Bsh + 4 mg/1 2,4-D + 1 mg/I kinetin ortamina

oranla (34,86 adet) daha diisiik sonuglar alinmigtr.

Bu arasgtirma da kullamlan ¢esitlere gére yoncada somatik embriyo olusumunda
kallus olusumu ile embriyo olusumu arasinda bir iliski gézlenmemekle birlikte
genellikle agik renkli ve seffaf yapili kalluslarda embriyo olusumunun daha erken ve
cok sayida oldugu goriilmiistir. Bu tiir kallus yapisinin olusumu ile embriyo
olusumu ve gelisiminde kullamlan bitki biiylime diizenleyicileri arasinda ise 2,4-D
ve kinetinin daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu nedenle somatik embriyo elde
etmek amaciyla yapilacak ¢aligmalarinda 2,4-D ve kinetin kullanilabilir. Ayrica
mineral ve vitamin igerigindeki farkliliklarinda embriyo olusumu ve gelisimimde
etkili olmasi nedeniyle bunlarin degisik kombinasyonlar1 ve degisik ortamlar
denenebilir. Yine, TDZ dozlarindaki kii¢iik degisikliklerin embriyo olusumuna etkisi

nedeniyle de TDZ’nin farkli dozlarinin etkisi arastirilabilir.

5. 2. A. tumefaciens Aracihifiyla Yoncaya Gen Aktarim

Yapilan adventif siirgiin rejenerasyonu g¢aligmalarinda diger gesitlere gore daha

bagarili sonuglarin alindigi Verco ¢esidi ile gen aktarim caligmalari yapilmistir.
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Caligmalarda adventif siirgiin rejenerasyon kapasitesinin en iyi oldugu yaprak ve

yaprak sap1 eksplantlar1 kullanilmagtir.

Gen aktarim ¢aligmalarinda ti¢ bakteri hatti (EHA105, GV2260 ve LBA4404) ile
kat1 ve stv1 ko-kiiltiivasyon ortamlar ile degisik ko-kiiltiivasyon siireleri (2-5 giin)

denenmistir.

Yaprak eksplanti ile yapilan denemelerde kati ko-kiiltiivasyon ortaminin kullanildigi
gen aktarimda degisik ko-kiiltiivasyon siireleri agisindan segici antibiyotik veya
herbisite dayanikli eksplant oran1 en yiiksek GV2260 hatt1 ile yapilan denemelerden
elde edilmistir. En yliksek oranin elde edildigi 2 giinliikk ko-kiiltiivasyon siiresi
denemesine oran %381,7 iken en diisikk oran % 18,4 ile 5 giinliik denemeden elde
edilmistir. EHA105 hatti ile yapilan denemelerde dayamikli eksplant yiizdesi
2 giinliik ko-kiiltiivasyon denemesinde % 78,1 olurken 5 giinliik denemede dayanikli
eksplant elde edilememigtir. LBA4404 hatt1 ile yapilan denemelerde ise sadece 2 ve
3 giinlik ko-kiiltiivasyon siirelerinde %12 oranminda dayamkl eksplant elde
edilebilmistir. Stv1 ko-kiiltiivasyon ortaminda ise 2 ve 3 giinliik ko-kiiltiivasyon
stirelerinde yine en ytiksek dayamikli eksplant oran1 GV2260 hatti ile yapilan
denemelerden (%45,4 ve %50,5) elde edilmistir. GUS pozitif embriyo veren
eksplantlar sadece GV2260 hatti ve kati ko-kiiltiivasyon ortaminda 2 giinlikk
ko-kiiltiivasyon siiresi ile yapilan denemelerden elde edilebilmistir. GUS pozitif

embriyo veren eksplant oran1 %2,68 olarak belirlenmistir.

Yaprak sap1 eksplant: ile yapilan denemelerde ko-kiiltiivasyon siiresi olarak 2 ve 3
giinliik stireler denenmistir. Kati ko-kiiltlivasyon ortaminda dayanikli eksplant orani
bakimindan EHA105 hatt1 en yiiksek degerleri vermigtir. 2 giinliikko-kiiltiivasyon
siresi uygulamasinda %58,3 olurken 3 giinliik uygulamada %38,0 olmustur.
GV2260 hatt1 ile yapilan denemede bu oranlar yaklagik %33 civarinda bulunmustur.
LBA4404 hatt1 ile yapilan uygulamada ise %12,5 ve %0 olmustur. Sivi ko-
kiiltiivasyon ortamimn kullanildig: uygulamalarda da en yiiksek oranda dayanikli
eksplantlar EHA 105 hattindan elde edilmistir. 2 giinliik uygulamada % 41,6

oraninda 3 giinliikk uygulamada ise %39 oraninda dayanikli eksplant elde edilmistir.
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GV2260 hattinda %37,5 ve %28 oranlarinda dayanikli eksplant elde edilirken
LBA4404 hattinda sadece 2 giinlikk uygulamada %16 oraminda dayanikli eksplant
elde edilmistir. Yaprak sapi ile yapilan denemelerde GUS pozitif embriyo veren

eksplant elde edilememistir.

Bu tez ¢aligmasi sonucunda somatik embriyo olusumu bakimindan kullamlan gesitler
icerisinde en iyi ¢esidin Verco oldugu belirlenerek bu gesit ile yapilan denemeler ile
somatik embriyo ve bu embriyolardan bitkicik gelisim oram artirilmistir. Verco
¢esidinde A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarim ¢aligmasinda GV2260 hatt1 ile
yapilan denemelerden diisiik oranda da olsa transgenik embriyolar elde edilmigtir. Bu
embriyolar gus pozitif denemelerde kullanmildigindan bitki gelisimi gézlenememistir.
Fakat embriyolarin gelisimine izin verildigi takdirde transgenik bitkilerin elde
edilebilecegi agiktir. A. tumefaciens aracilifiyla gen aktarim c¢aligmalarinda
transgenik bitki elde edilmesi ve yiiksek oranda transgenik yonca bitkilerinin
tiretilmesi icin farkli bitki genotiplerinin ve bakteri hatlarinin kullamilmasi olumlu
sonuglar elde edilmesini saglayabilir. Yapilan degisik arastirmalarda farkli gesit ve
bakteri hatlarinda transgenik bitkiler elde edildigi bildirilmigtir. Gen aktarim
frekansini arttirmak igin farkli inokiilasyon stireleri, asetosiringon kullanimi, degisik
bakteri yogunluklar1 ve besin ortamina eklenen antibiyotik ve herbisitlerin degisik

oranlarinin test edilmesi gen aktarim frekansini artirabilir.
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EK-1: Yoncanm 6nemi hakkinda internetten alinan bilgi

IMPORTANCE OF ALFALFA

Alfalfa, called the "Queen of the Forages," is the fourth most widely grown crop in the United States
behind corn, wheat and soybeans and double the cotton acreage. Although there is no published value
for alfalfa hay the estimated value is $8.1 billion. There are 23.6 million acres of alfalfa cut for hay
with an average yield of 3.35 tons per acre. The estimated value of alfalfa hay is $102.50 per ton.
Alfalfa meal and cubes are exported to other countries with a value of $49.4 million to the U.S.
economy. Alfalfa is sometimes grown in mixtures with forage grasses and other legumes. The acreage
of all hay harvested including alfalfa per year is 60.8 million with an estimated value of $13.4 billion.
When the value of alfalfa as a mixture with other forages is considered the acreage and value of hay is
approximately equal to wheat and soybeans.

Alfalfa seed is primarily grown in the northwestern areas of the U.S. primarily in the states of
California, Idaho, Nevada, Oregon, Wyoming, and Washington. The approximate yield of alfalfa seed
in 1999 for the U.S. is 115 million pounds, with average price of $190 per 100 pounds of seed, thus
the estimated value of alfalfa seed is $218.5 million. A fringe benefit to the production of alfalfa seed
is the production of honey from bees. In the U.S., $147.7 million dollars worth of honey is produced
each year.

Alfalfa is also important due to its high biomass production. The record yield of one acre of alfalfa is
10 tons/acre (22 Mg/ha) without irrigation and 24 tons/acre (54Mg/ha) with irrigation. Alfalfa is a
widely adapted crop, energy-efficient and an important source of biological nitrogen fixation. The
average acre of alfalfa will fix about 200 kg of nitrogen per year, thus reducing the need to apply
expensive nitrogen fertilizers.

One of the most important characteristics of alfalfa is it's high nutritional quality as animal feed.
Alfalfa contains between 15 to 22% crude protein as well as an excellent source of vitamins and
minerals. Specifically, alfalfa contains vitamins A, D, E, K, U, C, Bl, B2, B6, B12, Niacin,
Panthothanic acid, Inocitole, Biotin, and Folic acid. Alfalfa also contains the following minerals:
Phosphorus, Calcium, Potassium, Sodium, Chlorine, Sulfur, Magnesium, Copper, Manganese, Iron,
Cobalt, Boron, and Molybdenum and trace elements such as Nickel, Lead, Strontium and Palladium.
Alfalfa is also directly consumed by humans in the form of alfalfa sprouts. According to the
International Sprout Growers there are approximately $250 million dollars worth of sprouts sold in
North America. Alfalfa juice is used in some health food products. Alfalfa is useful in the treatment of
arthritis, urinary tract, kidney and bladder infections, as well as prostate disorders. Alfalfa alkalizes
and detoxifies the body, especially the liver.

Studies have shown that alfalfa has inhibited the growth of viruses such as herpes simplex. L-
canaverine, a non-protein amino acid, found in alfalfa leaves and roots, has been shown in animal
studies to have anti-viral properties and be effective in controlling leukemia and cancer celis.

Alfalfa hay is used primarily as animal feed for dairy cows but also for horses, beef caitle, sheep,
chickens, turkeys and other farm animals. The value of milk, meat, wool and all other animal products
is $132 billion, thus the total value of animal products plus the value of hay reach the $145 billion
level. This far exceeds the combined value of all other high value crops.

In addition to the traditional uses of alfalfa as an animal feed, alfalfa is beginning to be used as a bio-
fuel for the production of electricity, bioremediation of soils with high levels of nitrogen, and as a
factory for the production of industrial enzymes such as lignin peroxidase, alpha-amylase, cellulase,
and phytase.

An excellent resource of information on alfalfa is the monograph entitled: Alfalfa and Alfalfa
Improvement, edited by A.A. Hanson, D. K. Barnes and R.R. Hill, Jr. and published by The American
Society of Agronomy, Monograph number 29, published in 1988. ISBN 0-89118-094-X

The statistics which are used were obtained from the 1998 USDA Agriculture Statistics at the website
http://www.usda.gov/nass/pubs/agr98/acro98.htm

Last Updated: February 8, 2000

http://www.naaic.org/Alfalfa/Importance.html (14.01.2003 tarihinde alinmistir)
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