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BAZI KORUNGA TURLERINDE DOKU KULTURU YONTEMLERI ILE
BiTKi COGALTIMI

Duran YUKSELGUNGOR
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Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2018
Damisman: Do¢. Dr. Sati UZUN

OZET

Korunga tiirleri Tirkiye’de ¢ok genis bir yayilim gostermekte ve farkli cevre
kosullarina adapte olmuslardir. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkisel tiretimi
son derece sinirladigr gliniimiizde 6zellikle kiiltiiri yapilan bitkilerdeki genetik tabanin
daraldig1 da goz oniine alindiginda, dogal flora da bulunan bitkiler genetik materyal
olarak 6n plana ¢ikmaktadirlar. Doku kiiltiirleri glinlimiizde hem bitki 1slahinda hem de
1slah dis1 uygulamalarda genis bir kullanim alani bulmustur. Ancak, her bitki tiirii i¢in
evrensel bir rejenerasyon protokoliiniin bulunmamasi: doku kiiltliriiniin  kullanimin
engelleyen en Onemli sorunlardan birisidir. Bu nedenle mevcut tez c¢alismasi
kapsaminda endemik Onobrychis fallax Freyn & Sint. ex Freyn var. longifolia Aktoklu,
Onobrychis stenostachya subsp. sosnowskyi, Onobrychis elata Boiss. & Balans ve
diinyada yaygin olarak tarimi yapilan Onobrychis viciifolia Scop. korunga tiirlerinde
doku kiiltiirti ile bitki rejenerasyonu amaglanmistir. Bu amagla steril fidelerde
kotiledonlarin birlestigi yerin yaklasitk 3-5 mm alt kismi1 ve kotiledonlarin yarisi
kesildikten sonra geriye kalan kotiledon bogum eksplanti farkli bitki biiylime
diizenleyiciler igeren Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda kiiltiire alinmistir. En
fazla eksplant basina siirgiin sayis1 6-benzilaminopiirin (BAP) ve a-naftalenasetik asit
(NAA) uygulamalarinda O. stenostachya’da 4 mg/L BAP, O. fallax ve O. elata’da 4
mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, O. viciifolia’da ise 2 mg/L BAP, thidiazuron (TDZ) ve
NAA uygulamalarinda O. stenostachya, O. fallax ve O. elata’da 1.2 mg/L TDZ, O.
viciifolia’da 0.3 mg/L TDZ ve meta-Topolin (mT) uygulamalarinda ise 2 mg/L mt
iceren ortamlardan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 1 veya 2 mg/L indol-3-biitirik
asit (IBA), igeren MS besin ortaminda koklendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Korunga, Onobrychis, kotiledon bogum, in vitro rejenerasyon
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PLANT PROPAGATION WITH TISSUE CULTURE METHODS IN SOME
SAINFOIN SPECIES
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Master Thesis, April 2018
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ABSTRACT

Sainfoin species have an extensive spread in Turkey and adapted to various
environmental conditions. Today, biotic and abiotic stressors greatly limit plant
production and genetic bases are quite narrowed. Therefore, plants in natural flora have
become prominent genetic materials. Tissue cultures have found a wide range of
applications both in plant breeding and in non-breeding applications. However, the
absence of a universal regeneration protocol for each plant species is one of the most
important problems hindering the use of tissue culture. Thus, in this thesis study, it was
aimed to propagate with tissue culture method in Onobrychis viciifolia Scop. which is
widely cultivated in the world and Onobrychis fallax Freyn & Sint. ex Freyn var.
longifolia Aktoklu, Onobrychis stenostachya subsp. Sosnowskyi and Onobrychis elata
Boiss. & Balans which are endemic species. For this purpose, about 3-5 mm lower part
of the place where the cotyledons were merged and half of the cotyledons were cut.
Remaining cotyledon node explants were taken into culture mediums of Murashige and
Skoog (MS) containing different plant growth regulators in different proportions. The
greatest number of shoots per explant in 6-benzylaminopurine (BAP) and a-
naphthaleneacetic acid (NAA) treatments were obtained from 4 mg/L BAP in O.
stenostachya and from 4 mg / L BAP + 0.5 mg/ L NAA in O. fallax and O. elata, from
2 mg / L BAP in O. viciifolia; the greatest values in thidiazuron (TDZ) and NAA
treatments were obtained from 1.2 mg/L TDZ in O. stenostachya, O. fallax and O. elata
and 0.3 mg/L TDZ in O. viciifolia; the greatest values in meta-Topolin (mT) treatments
were obtained from 2 mg L mT containing mediums. The resultant shoots were rooted

in an MS nutrient medium containing 1 or 2 mg/L Indole-3-butyric acid (IBA).

Keywords: Sainfoin, onobrychis, cotyledon node, in vitro regeneration
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KISALTMALAR

2,4-D: Diklorofenoksiasetik Asit

B5: Gamborg medium (1968)

BAP: 6- benzilaminopurin

BBD: Bitki biiylime diizenleyicileri

DMSO: Dimetil sulfoksit

HCI: Hidroklorik Asit

F: F degeri

IBA: Indole-3-butrik asit

K.O.: Kareler Ortalamasi

MS: Murashige ve Skoog temel besin ortami

MSO: Hormonsuz Murashige ve Skoog basal besin ortami

mT: Meta-Topolin

NAA: a-naftalenasetik asit

NaOH: Sodyum Hidroksit

S.D.: Serbestlik derecesi

TDZ: Thidiazuron

V.K.: Varyasyon kaynaklar1
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GIRIS
Artan diinya niifusuyla orantili olarak besin tiiketimi de artmaktadir. Az gelismis ve
gelismekte olan iilkelerin hayvansal gidalara gelismis {ilkelere oranla daha az
ulasabildigi bilinmektedir. Tiirkiye’de de hayvansal protein tiiketimi gelismis iilkelerin
¢ok gerisinde kalmaktadir. Bunun nedenlerinden biri Tiirkiye’de hayvansal besin
iiretiminin yetersiz olmasidir. Hayvancilikta istenen hedeflere ulasmanin en 6nemli
asamalarindan birisi hayvanlara yeterli miktarda ve kalitede yem saglanabilmesidir.
Tiirkiye’de yaklasik 15.948.552 hayvan birimine esdeger hayvan varligi bulunmakta ve
sadece yasama pay1 besin ihtiyaglarin1 kaba yemlerle karsilamak icin yillik ortalama
72.8 milyon ton kaliteli kaba yeme ihtiya¢ duyulmaktadir, ancak tarla tarimi igerisinde
yem bitkileri tiretiminden ve ¢ayir-mera alanlarindan yilda toplam 21.7 milyon ton
kaliteli kuru ot iiretilebilmektedir (Demiroglu-Topgu ve Ozkan, 2017). Uretilen yem
mevcut ihtiyact karsilayamamaktadir. Bu yiizden ¢ayir-mera alanlarinin gelistirilmesi,
yem bitkisi tarimi yapilan alanlarin arttirilmast ile birlikte birim alandan elde edilecek
verimi arttirma yoniindeki c¢esit 1slah ¢alismalart  yapilmalidir. Bu amagcla
kullanilabilecek bitkilerden bir tanesi korunga (Onobrychis viciifolia)’dir. Korunga,
baklagiller (Fabaceae) familyasinda yer alan bir yem bitkisidir. Korunganin birgok
istiin ozellikleri vardir. Kirag, ¢akilli ve kirecgli topraklarda yetistirilebilir. Kurak
kosullarda diger yem bitkilerine gore daha dayaniklidir. Korunga, protein bakimindan
zengindir. Cigeklenme Oncesi ham protein miktar1 ortalama %20’dir. Yas ot olarak
tiiketildiginde hayvanda siskinlik yapmaz (Ac¢ikgoz, 2001: 83-89). Toprak islahi ve
erozyonla miicadelede ©Onemli bir yere sahiptir. Verimsiz kira¢ topraklarda bile
yetistirilebilen korunganin topragin derinlerine inebilen giiglii kok sistemi sayesinde
hem topragi iyi bir sekilde tutar hem de topraktaki organik madde miktarini artirir.
Rhizobium bakterileri ile koklerinde ortak yasam kurarak havanin serbest azotunu fikse
eder (Isler, 2009). Korunga aym zamanda kendine 6zgii koku ve tadi olan korunga bali
tiretimi i¢in de kullanilir (Elgi, 2005: 223-257). Tiirkiye ikliminin genellikle kurak ve



yar1 kurak olmasi nedeniyle korunga, bu topraklarda tarimi yapilacak en uygun yem

bitkilerinin basinda gelmektedir.

Biitiin avantajlarina ragmen, farkli ¢evresel kosullara adapte olabilen iyi tarimsal
ozelliklere sahip ¢esitlerin olmamasi korunga tariminin en biiyiik sorunlarindan birisidir
(Kempf vd., 2016). Korunganin fide doneminde su basmasi ve donmaya kars1 toleransi
ve diger bitkilerle rekabet giiciinilin diisiik olmas1 ve 6zellikle {ilkemizde 6nemli zarara
neden olan korunga kok kurtlarina dayanikli olmamasi korunganin temel sorunlari
arasindadir (Elgi, 2005; Kempf vd., 2016). Bu ozellikleri iyilestirmeye yonelik 1slah
programlarinin  gelistirilmesi korunga tarimimin yayginlasmas:t agisindan oldukca

Onemlidir.

Korunga (Onobrychis) cinsi yeryiiziinde Akdeniz bolgesinden baglayip Orta Asya’ya
kadar yayilis gosterir, korunga tiirleri Kafkasya Anadolu ve Iran iiggeninde yogunlasmus
ve gesitlenmistir (Aktoklu, 1995). Bu nedenle Tiirkiye de cinsin gen merkezlerinden
kabul edilmektedir. Tiirkiye’de 55 korunga tiiri oldugu bildirilmekte ve bunlardan 28
tanesi endemiktir (Hedge, 1970; Davis vd., 1988; Duman ve Vural, 1990; Aktoklu,
2001; Yildirimli, 2004; Aktaran Avci ve Kaya, 2013). Bu bilgilere gore Tiirkiye’deki
korunga tiir c¢esitliliginin % 50.9’u endemiktir. Yetistikleri bolgelerin ekolojik
kosullarina yiizyillardan beri uyum saglamis tiirlerden olusan bu gen kaynaklari, gen
cesitliligi bakimindan 1slah programlarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (Aver vd.,
2010). Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkisel iiretimi son derece sinirladigi
giiniimiizde 6zellikle kiiltiirii yapilan bitkilerdeki genetik tabanin daraldigi da g6z 6niine
alindiginda, dogal florada bulunan bitkiler gelecekte tarimsal faaliyetlerin yapilabilmesi
acisindan genetik materyal olarak 6n plana ¢ikmaktadirlar. Florada dogal olarak yaygin
bulunmakla birlikte korunga tiirlerinin ¢ogunun tarimi yapilmamakta, su ana kadar 1slah
caligmalarinda yeterince kullanilmamistir. Bu  bitkilerin  yem bitkisi  olarak
degerlendirilmesi yaninda, kuraklik, tuzluluk ve besin elementi toksitesi ile ilgili
caligmalarda kullanilmas1 bilime ve ekonomiye onemli katkilar saglayacaktir. Ancak
oncelikle bu c¢ok Onemli genetik materyalin cesitli stres faktorleri agisindan
tanimlanmasi gerekmektedir. Son yillarda kullanim1 giin gegtikge gelisen doku kiiltiiri
teknikleri hem bitki tiirlerinin vejetatif olarak kisa siirede iiretilmesine hem de kontrol

altinda farkli stres faktorlerine tepkilerin izlenilebilmesine ve somaklonal varyasyondan



yararlanarak stres faktorlerine dayanikli bitkilerin segimine olanak saglamaktadir.
Ancak doku kiiltiirii ile bitkilerden elde edilecek rejenerasyonda kullanilan genotip,
besin ortaminin igerigi ve kiiltiir kosullar1 gibi faktorler ¢cok énemli bir yere sahip olup
her bitki i¢in evrensel bir doku kiiltiirii ile ¢ogaltim metodu bulunmamakta ve her bitki
cins, tlir veya cesidi ile ilgili doku kiiltiirii ile ¢ogaltim metodunun optimize edilmesi
gerekmektedir ( Babaoglu vd., 2001: 55-56). Kiiltiiri yapilan korungada (Onobrychis
viciifolia) daha 6nce yapilan doku kiiltiirii ¢alismalar1 incelendiginde yaprak, yaprak
sap1, sap, olgunlagmamis embriyo ve kotiledon, olgun embriyo, apikal meristem,
kotiledon bogum ve kok gibi eksplantlar kullanilarak farkli yontemlerle in vitro bitki
rejenerasyonu elde edilmistir ( Gu, 1987; Ozcan vd., 1996a; Ozcan vd., 1996b; Ozgen
vd., 1998; Sancak, 1999; Celiktas vd., 2006; Saglam, 2010; Mohajer vd., 2012; Uzun,
2012; Mohajer vd., 2014; Dadasoglu ve Tosun, 2017). Ancak iilkemizde yayilis
gosteren endemik korunga tiirlerinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltmasi yoniinde ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu caligsmada iilkemizde yayilis gosteren bazi
korunga tiirlerinin doku Kkiiltiirii yontemleriyle cogaltimi amaclanmistir. Boylelikle
gelistirilecek in vitro rejenerasyon yontemi hem bitkilerin vejetatif ¢ogalmasina hem de
ileride yapilacak farkli stres faktorlerine korunga tiirlerinin tepkilerinin

izlenilebilmesine olanak saglayacaktir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

Onobrychis cinsi diinya {izerinde tek yillik ya da ¢ok yillik otsu bitkiler ve ¢alilardan
olusan yaklasik 170 tiir ile temsil edilmektedir. Bu cinsin tiir sayis1 Tirkiye’de 55 (28
tanesi endemik), Iran’da 58 ve Kafkasya’da 39 adet olarak bildirilmektedir (Hedge,
1970; Yildiz vd., 1999; Aktoklu, 2001). Bu nedenle [ran ve Tiirkiye cinsin gen merkezi
olarak kabul edilmektedir (Hedge, 1970; Yildiz vd., 1999; Aktoklu, 2001). Bu tiirlerin
bir¢cogu yiiksek protein icerigi ile hayvanlar i¢in dnemli yem kaynagidir. Bunun yam
sira azot fiksasyonu 6zelliklerinden dolay:1 kurak alanlarda meralarda hem topragin hem
de meranin besin degerini iyilestirmede 6nemli yere sahiptirler (Erkovan vd., 2016).
Onobrychis cinsinin tiir zenginliginin ¢ok yiiksek olmasina ragmen sadece Onobrychis
viciifolia, Onobrychis arenaria, Onobrychis transcaucaca’nin tarimi yapilmaktadir
(A¢ikgoz, 2001: 83). Ancak korunganin sahip oldugu lezzetlilik, kurak toleransi,
anthelmintik 6zellikler kazandiran protein kullanimini artiran ve sismeyi engelleyen
tanen ve polifenol bilesimi gibi 6zellikleri son yillarda korunga cinsine olan ilgiyi
artirmigtir  (Hayot Carbonero vd., 2011). Tirkiye korunga cinsi tir gesitliligi
bakimindan olduk¢a Onemli bir potansiyele sahiptir. Bu nedenle korunga genetik
kaynaklarmin korunmasma ve kullanimima yonelik yapilacak c¢alismalar {ilkemiz

tariminda olduk¢a 6nemli yere sahiptir.

Doku kiiltiirleri, aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre,
doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin
iiretilmesine olanak saglamaktadir. Doku kiiltiirlinden tiirler aras1 melezlemelerden
sonra embriyo kiiltiirli, haploid bitki iiretiminde anter (polen) ve yumurtalik (oviil)
kiiltiirii, somaklonal varyasyon olusturma, in vitro seleksiyon, in vitro germplazm

muhafazasi, somatik hiicre melezlemesi (protoplast fiizyonu), gen transferi, hastaliksiz



bitki elde etme, mikrogogaltim, sentetik tohum elde etme ve sekonder metabolit iiretimi
gibi bir¢ok alanda yararlanilabilmektedir (Babaoglu vd., 2001: 1-6). Cesitli bitki
kisimlari, uygun besin ve hormon dengesi iceren ortamlara yerlestirildikleri zaman
somatik hiicrelerden yeni bitkiler rejenere edilebilmektedir. Ancak doku kiiltiirii ile
bitkilerden elde edilecek rejenerasyonda kullanilan genotip, besin ortaminin igerigi ve
kiltlir kosullar1 gibi faktorler cok 6nemli bir yere sahip olup her bitki i¢in evrensel bir
doku kiiltiirti ile ¢ogaltim metodu bulunmamakta ve her bitki cins, tiir veya cesidi ile
ilgili doku kiiltiirii ile gogaltim metodunun optimize edilmesi gerekmektedir (Babaoglu

vd., 2001). Korunga tiirleri tizerinde yapilmis bazi ¢caligmalar asagida 6zetlenmistir.

Hiroshi ve Zhuomeng (1993), korungada (Onobrychis viciifolia Scop.) kotiledon,
hipokotil ve kok eksplantlarini kullanarak yiiriittiikleri calisma sonucunda kallus
olusturma bakimindan eksplantlar arasinda bir fark olmadigim1 ancak siirgiin
rejenerasyonu bakimimdan kok ve hipokotil eksplantlarinin kotiledonlara gore daha iyi
oldugunu ve siirgiin rejenerasyonu bakimindan en iyi ortam kombinasyonunun 10uM

BAP ve 1uM NAA oldugunu bildirmislerdir.

Ozcan vd. (1996a), gen aktarimma uygun siirgiin olusumunu saglamak amaci ile
korungadan (Onobrychis viciifolia Scop.) aldiklar hipokotil ve kotiledon eksplantlarini
farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA ilaveli MS biiyiime ortamina almiglardir. En
yiiksek oranda siirgiinii 0.5 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA igeren Murashige ve Skoog
(MS) ortaminda kiiltiire alinan hipokotil 6rneklerinden elde etmisler ve bu siirgiinleri

1.5 mg/L IBA ya da 1l mg/L NAA ortamina aktararak koklendirdiklerini bildirmislerdir.

Ozcan vd. (1996b), korunganin (Onobrychis viciifolia Scop.) olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla, olgunlasmamis embriyo ve
kotiledonlar Murashige ve Skoog (MS) ortamina eklenen BAP ve NAA’in farkh
konsantrasyonlarinda kiiltiire almiglardir. En yiiksek frekansta siirgiin rejenerasyonu 0.5
mg/L BAP ve 2 mg/L NAA’dan elde ettiklerini ve olgunlasmamis embriyolarin

rejenerasyon kapasitesinin kotiledonlardan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Ozgen vd. (1998), tarla kosullarinda yetistirdikleri korunga (Onobrychis viciifolia

Scop.) bitkilerinin yaprakg¢iklarindan, yaprak saplarindan ve saplarindan siirgiin



rejenerasyonu elde etmek amaciyla yiiriittiikleri g¢alismada, en yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu saplardan 20uM BA ve 0.5 uM NAA konsantrasyonda elde
etmiglerdir. Elde edilen siirgiinleri 5 uM indole-3 butyric acid (IBA) ile koklendirmisler

ve sonra dis ortam sartlarinda basarili bir sekilde aktarmiglardir.

Sancak (1999), korungada (Onobrychis viciifolia Scop.) in vitro kosullarda hizli
¢ogaltim igin bir yontem gelistirmek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki BAP, IBA ve
NAA ilave edilen MS besin ortamlarmi kullanmistir. Arastirma sonucunda tek bir
embriyodan, sekiz haftada yiiksek oranda siirgiin ¢ogaltim1 tespit etmistir. En yliksek
stirgiin ¢ogaltimimi 2 mg/L BAP ile 0.05 veya 0.1 mg/L IBA igeren MS ortamlarindan,
en uzun siirgiin boyunu ise yalnizca 2 mg/L BAP’in bulundugu ortamdan elde etmistir.
Ayrica elde edilen siirgiinleri 1 mg/L IBA igeren MS ortaminda 4 hafta igerisinde %60

oraninda koklendirmistir.

Tamas ve Savatti (2006), korunganin (Onobrychis viciifolia Scop.) hizli ¢ogaltimi igin
vejetasyonun 1. 2. ve 3. yillarinda siirglin ucu ve bogumlarindan aldiklar1 eksplantlar
kullanmislardir. Bogumlardaki rejenerasyon ve canlilik yiizdesi hormonal dengelere
bagl olarak %92 ile %95 arasinda degisiklik gosterdigi, siirgiin uglarinin canlilik
yiizdesinin bogumlardan daha diisiik fakat rejenerasyon ve ¢ogalma ylizdesinden daha
yiiksek oldugu sonucuna ulagmislardir. Ayrica rejenerasyon derecesinin dondr bitkinin

yasi ile de dogru orantili oldugunu ifade etmislerdir.

Celiktas vd. (2006), korungada (Onobrychis viciifolia Scop.) somatik embriyogenesis
ve kallus olusumu elde etmek i¢in bogum arasi, geng yaprak, apikal meristem, yaprak
sap1 ve olgunlasmamis ¢icek durumu gibi bitki pargalart kullanmiglardir. 5.4 uM ya da
10.7 uM NAA ile kombine edilen 0, 0.9, 1.4 ya da 2.3 pum kinetin ve 0, 0.9, 1.4 ya da
2.3 um BAP’li BS ortamin biiylime ortami olarak kullanmislar, en yliksek siirgiin
rejenerasyonu 10.7 uM NAA ve 2.3um kinetin ile BS ortaminda, apikal meristemlerden
elde etmislerdir. Ve bu siirglinleri 9.8 puM IBA igceren 2 MS besin ortaminda

koklendirmislerdir.

Karamian ve Ranjbar (2008), Onobrychis subnitens hipokotil eksplantlarindan bitki

rejenerasyonu elde etmek igin bir yontem gelistirmislerdir. MS ortamina ilave edilen



2,4- D ve BAP’1n degisik konsantrasyonlar1 ile embriyogenik ve embriyogenik olmayan
iki tip kallus elde etmislerdir. Embriyogenik kalluslar morfogenesis i¢in 0.5 mg/L NAA
ve 1 mg/L BAP ilaveli MS ortamina alinmiglar ve somatik embriyolar ya da
tomurcuklar biiyiime diizenleyiciler olmayan MS ortaminda veya 2 mg/L NAA igeren
MS ortaminda gelismeye baslamislardir. Sonug olarak elde edilen biitiin bitkilerin

normal morfoloji ve biliylime karakterine sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Saglam (2010), degisik konsantrasyonlarda NAA ve BAP’in in vitro kosullarda,
korunganin (Onobrychis viciifolia Scop.) kotiledon bogum eksplantlar1 iizerine etkisini
belirlemek amaciyla yaptig1 ¢alismada, en uzun siirgiin boyuna (6.79cm) 1 mg/L BAP
ve 0.02 mg/L NAA konsantrasyonda elde etmistir. Ve elde edilen siirgiinleri 50 mg/L
IBA igeren MS ortaminda 10 dakika muamele ederek koklendirdigini bildirmistir.

Celik vd. (2012), korungada verim ve Kaliteyi etkileyen hastaliklardan birisinin kiilleme
oldugunu bildirmektedirler. Bu nedenle 64 farkli korunga tiir, alt tiir ve varyetesi olusan
119 genotip kiilleme hastaligina hassasiyetleri yoniinden incelemislerdir. Arastirma
sonucunda korunga tiirleri tizerinde hastalik olusturan kiilleme funguslarinin Erysiphe
trifolii ve Leveillula taurica oldugu belirlenmistir. Kullanilan genotipleri icerisinde 21
tiir, 1 varyete ve 3 alt tiirde her iki etmen de goriilmedigini, bu genotiplerin kiilleme

hastaligina kars1 dayaniklilik kaynagi olarak degerlendirilebilecegini belirtmislerdir.

Garshasbi vd. (2012), korunganin  (Onobrychis sativa var. Chadegan) farkli
bolgelerinden (kotiledon yapraklari, apikal meristem, sap, kok) alinan bitki pargalarinin
kallus olusturmasi ve rejenerasyonu belirlemek amaciyla yaptiklari bu ¢alismada,
Murashige ve Skoog (MS) ortaminda bitki biiylime diizenleyicilerinden BAP ve 2,4-
D’nin farkli konsantrasyonlar1 kullanmislardir. En biiyiik kalluslar (5.46 cm) apikal
meristem eksplantlarindan, 2,4-D (6 mg/L) ve BAP (1 mg/L) ilave edilmis MS
ortaminda, en fazla sayida siirgiin iretimi ise 4 mg/L BAP iceren ortamda elde
etmislerdir. Elde edilen siirgiinler 1 mg/L IBA i¢eren MS ortaminda koklendirilerek dig

ortama transfer edilerek normal bitkileri elde ettiklerini bildirmislerdir.

Mohajer vd. (2012), korungada (Onobrychis viciifolia Scop.) in vitro hizli rejenerasyon

icin degisik konsantrasyonlarda BAP, NAA ve IBA’nin yaprak, sap ve kok



eksplantlarindan somatik embriyogenesisi amaglamislardir. Bitki parcalart olarak
yaprak, sap ve kok kullanilmistir. MS ortaminda her hormon tipi i¢in farkli bitki
pargalari, degisik konsantrasyonlarda (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 mg/L) kiiltiire alinmustir.
Embriyogenik kallus gelisimi i¢in en uygun sonug¢ yaprak ve kok eksplantlarinin MS
ortaminda 2.5 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA da kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir. 2.5
mg/L BAP ve 15 mg/L IBA Kkonsantrasyonlar1 aynmi zamanda, kok ve sap
eksplantlarinda dikkate deger bir etkiye sahip oldugunu, sap eksplantlarindan kallus
tiretmek i¢in en iyi konsantrasyonun 0.5 mg/L BAP ve 1 mg/L IBA’nin kullanildigi

ortamdan elde ettiklerini bildirmislerdir.

Uzun (2012), thidiazuronun (TDZ) korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) bitkisinde
hipokotil ve kotiledon ekplantlarinda adventif siirgiin regenerasyonuna etkisini
belirlemek amaciyla yiiriitmiis oldugu ¢alismada, korunga tohumlarini Murashige ve
Skoog (MS) besin ortaminda ¢imlendirmis ve 10 giinliik fidelerden izole ettigi hipokotil
ve kotiledon explantlarin1 farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda kiiltiire almistir.
En fazla siirglin olusturma yiizdesini 0.5, 1 mg/L TDZ veya 0.5, 1 mg/L TDZ ve 0.5
mg/L NAA igeren ortamlardan, eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisini1 ise 1 mg/L
TDZ igeren MS besin ortaminda hipokotil eksplantindan elde ettigini ve rejenere olan
stirglinlerin koklendirme ortamina aktarilarak (1.5 mg/L IBA) basarili bir sekilde
koklendigini bildirmistir.

Kamalvand vd. (2013) Onobrychis altissima da hipokotil, kotiledon ve epikotil
eksplantlarint BAP ve 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinda kiiltiire almislardir. Farkli
konsantrasyonlarda BAP ve 2,4-D hormonlari kullanarak MS ortaminda Onobrychis
altissima'nin farkli eksplantlariin kiiltiirii sonucu, kullanilan biiyiimeyi diizenleyicilerin
kallus olusumu iizerinde oldukga etkili oldugunu ancak organogenez iizerinde etkisinin
cok fazla olmadigin tespit etmislerdir. Eksplantlar arasinda hipokotilden embriyogenik
kallus elde edilmis ancak diger eksplantlar sadece organogenez yetenegi olmayan basit

kalluslar elde etmislerdir.

Turgut (2014), yaptigi calismada thidiazuron (TDZ)un korunganin (Onobrychis
viciifolia Scop.) in vitro siirgiin rejenerasyonuna etkisi aragtirmigtir. Tohumdan elde

edilen bitkiciklerden almman govde, kotiledon ve yaprak eksplantlarmi farkl



konsantrasyonlarda TDZ, BAP ve NAA igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire almistir.
En yiiksek siirgiin rejenerasyonun 2 mg/L TDZ igeren besin ortamindan petri kutusu
basina 107.6 adet oldugunu, yine tohumlarin magenta kabinda farklit TDZ oranlar ile
kiiltiire alinmasi sonucu 0.1 mg/L TDZ iceren besin ortaminda magenta kabi basina
ortalama 148.6 adet siirgiin elde ettigini bildirmistir. Elde edilen siirgiinleri 1 mg/L

indol-3-butrik asit (IBA) igeren ortamlarda koklendirilerek saksilara aktarmustir.

Mohajer vd. (2014), in vitro hizli rejenerasyon potansiyelini arastirmak i¢in korunga
(Onobrychis viciifolia Scop. Syn. Onobrychis sativa L.)’nin ii¢ varyetesinde
(Golpaygan-181, Orumieh-1763 ve Gorgan-1601) c¢alismislardir. Yapay tohumlar
olusturmak igin somatik embriyojenik kallusun torpido ve kotiledon safhalarindan ilk
kez bir kapsiilleme protokolii olusturmuslardir. Farkli konsantrasyonlarda kinetin (0-2.0
mg/L) ve indol-3-asetik asit (0-2.0 mg /L) ile muameleden sonra kallus, sodyum alginat
ile kapladiklarin1 ve daha sonra MS ortaminda ve toprakta kiiltiire aldiklarin
bildirmislerdir. Sentetik tohumlardan elde edilen adventif siirgiinleri, g¢esitli
konsantrasyonlarda  oksin ve sitokinin takviye edildiZi MS ortaminda

koklendirmislerdir.

Okg¢u ve Sengiil (2014), Erzurum dogal florasindan topladiklar: 10 korunga taksonu ile
yiriittiikleri ¢aligmada saptadiklart 6zellikleri g6z Oniine alarak, tiirler arasinda O.
atropatana var. grandiflora, O. radiata, O. stenostachya, O. stenostachya sublari.
sosnowskyi ve O. viciifolia genotiplerinin korunga 1slahinda bitki materyalleri olarak

kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Yildiz ve Ekiz (2014) korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) bitkisinde farkli sodyum
hipoklorit konsantrasyon ve sicakliklarinin in vitro tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi ve
hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon kapasitesi lizerine etkilerini belirlemek amaciyla
yiiriittiikleri ¢caligmada yiizey sterilizasyon islemi sirasinda kullanilan sodyum hipoklorit
konsantrasyonu ve sicakliginin tohum ¢imlenmesini ve fide gelisimi dogrudan etkiledigi
ve aynm1 zamanda eksplantlarin rejenerasyon kapasitelerini de dogrudan olmasa bile
onemli Olgiide etkilendigi sonucuna varmislardir. Sterilizasyon islemi sirasinda

eksplantin sodyum hipoklorit ile dogrudan temasi rejenerasyon kapasitesi tizerinde ciddi
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bir etkiye sahip olabileceginden eksplant kaynagi olarak aseptik fidelerin kullanilmasini

Onermislerdir.

Honarmand vd. (2016), Shahrkord ve Khansar korunga (Onobrychis viciifolia Scop.)
cesitlerinin, farkli seviyelerdeki oksin (NAA ve IBA) ve sitokinin (BAP, Zeatin ve
TDZ) hormonlarma gosterdikleri biiyiime tepkilerini arastirmiglardir. Bu amagla 4-7
giinliik fidelerden elde edilen siirgiin u¢lar1 kullanilmistir. Aragtirma sonucunda, siirgiin
yiizdesi, eksplant bagina silirglin sayisinin ve siirgiin uzunlugunun ¢esit, bitki biiylime
diizenleyicileri kombinasyonundan istatistiki olarak Onemli 0lgiide etkilendigi
belirlemislerdir. Siirgiin yiizdesinin % 0-89.7 ve eksplant basina siirglin sayisinin 1-
5.03 adet arasinda degisim gosterdigini ve genel olarak Khansar ¢esidinde kallus
indiiksiyonu ylizdesi, siirglin olusturma orani ve eksplant bagma siirgiin sayisinin
Shahrkord daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, 0.1 mgL™ IBA ve 3 mgL™
BAP iceren MS ortaminda Khansar ¢esidinde en yiiksek slirglin yiizdesi (% 98.15),

eksplant basina siirgiin sayis1 (4.3) elde ettiklerini ifade etmislerdir.

Dadasoglu ve Tosun (2017) yiirtittiikleri ¢alismada bitki hormonlarindan NAA, BAP,
kinetin ve TDZ’nin korunga bitkisinin bazi in vitro o6zelliklerine olan etkilerini
belirlemeyi amaglamiglardir. Bitki hormonlarinin etkisine bakildiginda en fazla sayida
stirglin olusumu kok eksplantindan 29.0 adet ile 1.5 mg /L. BAP’dan, kotiledonlarda 7.8
adet ile TDZ’nin 1.0 mg 1-1’lik dozundan elde etmislerdir.

Kiiltiirii yapilan korungada (Onobrychis viciifolia) daha once yapilan doku kiiltiirii
caligmalar1 incelendiginde farkli eksplantlardan organogenesis ya da somatik
embryogenesis ile bitki rejenerasyonu elde edildigi goriilmektedir. Ancak Tiirkiye’de

yayilis gosteren diger korunga tiirleri ile ilgili ¢alismalar bulunmamaktadir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitki Materyali

Endemik Onobrychis elata, Onobrychis fallax var. longifolia, Onobrychis stenostachya
subsp. sosnowskyi ve iilkemizde yaygin olarak tarimi yapilan Onobrychis viciifolia
korunga tiirleri doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilmistir. Ug endemik tiir TUBITAK
1060040 projesi kapsaminda toplanarak Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Bolimii Arastirma Alaninda yetistirilmis ve buradan elde edilen tohumlar

calismada kullanilmistir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Calismada kullanilan bitki isimleri ve toplandiklari yerler

Hacilara dogru

Bitki Ismi Lokalite Koordinatlar
Enlem Boylam Yiikseklik
Onobrychis fallax Freyn & Sint. Malatya, Arguvan 39°00'02" 38°1227" | 1410 m
ex Freyn var. longifolia Aktoklu
Onobrychis stenostachya subsp. Erzurum, Tortum 40°13'42" 41°30'23" | 1987 m
S0Snowskyi
Onobrychis elata Boiss. & Balans | Kayseri, Hisarcik 38°38'17" 35°29'36" | 1443 m

Onobrychis viciifolia

Sivas civarinda
yetistirilen lokal
ekotip

2.2. Yontem

Tez calismasi Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi Arastirma biriminde

yuritilmistir.




12

2.2.1.Genel Doku Kiiltiirii Sartlar:

Calismada Duchefa Biochemie’den temin edilen MS (Murashige ve Skoog, 1962)
mineral ve vitaminleri (M0222), MS ortaminda karbon kaynagi olarak % 99.7 saflikta
sukroz ve ortami yar1 kati1 hale getirmek igin Lab M marka bitki doku kiiltiirii igin

hazirlanmis agar kullanilmistir. Ortamlar bidistile su kullanilarak hazirlanmistir.

Steril kabinin dezenfeksiyon islemleri %70°lik teknik etil alkol, kullanilan pens ve
bisturinin sterilizasyonu %70’lik teknik etil alkol ve bunzen beki alevi ve tohumlarin
sterilizasyonu ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (ACE) ile yapilmistir. Tohumlarin
¢imlendirme islemleri cam petri kutularinda, ¢ogaltim ve kdklendirme islemleri ise

Magenta kaplarinda (Sigma-Aldrich,77x77x 97) gergeklestirilmistir.

Saf su, besin ortamlarin ve calismada kullanilan alet ekipmanin (petri kutulari, magenta
kaplari, beher, santrifiij tiipii vb) sterilizasyonu otoklav (HMC marka HV-50 L model)
kullanilarak 1.5 atmosfer basing altinda, 121 °C’de 20 dakika siirede, 1siya dayanikli
olmayan bitki biiylime diizenleyicilerin sterilizasyonu ise milipore filtre kullanilarak

yapilmistir. Tim steril galismalar hepa filtreli steril kabin (Niive L120) igerisinde

gergeklestirilmistir (Sekil 2.1.) .

Sekil 2.1. Calismada kullanilan steril kabin
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Besin ortami bilesenleri hazirlanirken 0.001 g hassasiyette sahip hassas terazi (Ohaus),
manyetik karistirici, pH’nin ayarlanmasinda dijital pH metre (Hanna HI-2211), cam
meziir, beher ve otomatik pipet kullanilmistir. Tiim besin ortamlarinin pH’s1 1IN NaOH

ve 1 N HCI kullanilarak 5.6 ile 5.8 arasinda ayarlanmustir.

Kiiltiirler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperyotta, 244+2°C’de ve 3000 liiks 151k
yogunlugunda biiyiitiilmiistiir.

2.2.2. Bitki biiyiimeyi diizenleyiciler

Calismada oksin sinifi bitki biiyiime diizenleyicilerinden a-naftalenasetik asit (NAA) ve
indol-3-biitirik asit (IBA), sitokinin sinifi bitki biiyiime diizenleyicilerinden thidiazuron
(TDZ), 6-benzilaminopiirin (BAP) ve meta-Topolin kullanilmistir. Tiim biiyiimeyi
diizenleyiciler uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra hazirlanan stok soliisyonlar uygun
kosullarda saklanmistir (Tablo 2.2.). Isidan etkilenen bitki biiylimeyi diizenleyiciler

filtre sterilizasyonuna tabi tutularak otoklavdan sonra besin ortamina eklenmistir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan biiyiimeyi diizenleyiciler ¢oziiciileri ve saklama

kosullar

Biiyiimeyi Coziicii Saklama Kosullari
diizenleyiciler

BAP 1 N NaOH +4

TDZ DMSOffiltre sterilizasyonu | -20

Meta-Topolin 1 N NaOH +4

NAA 1 N NaOH +4

IBA 1 N NaOH +4

2.2.3. Tohumlarin sterizasyonu, cimlendirilmesi ve kiiltiire alinmasi

Calismada kullanilan korunga tohumlari meyve kabuklarindan ayrildiktan ( 3 endemik
tiirde sert kabukluluk 6zelligi oldugundan dolay1 tohum kabugu bisturi ile ¢izilmistir)
sonra %50 ticari camasir suyu ¢oOzeltisinde 10 dakika siireyle manyetik karistirict
tizerinde karistirilarak steril edilmistir. Steril edilen tohumlar daha sonra 3 defa steril saf

su ile durulanmistir. Steril korunga tohumlart MS, 30 g/L sukroz ve % 0.7 agar ile
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katilastiritlmis MSO besin ortaminda 24°C’de 16 saat 1sik ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta ¢imlendirilmistir (Sekil 2.2.). Her petri kutusuna yaklasik 15-20 adet

tohum yerlestirilmistir.

Tohumlarin ¢imlendirmeye alinmasindan yaklasik 10-15 giin sonra bitkiciklerden
eksplant izolasyonu yapilmistir. Bu amagla petri kutular1 igerisinden ¢ikartilan
bitkiciklerde kotiledon ve hipokotil kismi kesildikten sonra geriye kalan kotiledon

bogum eksplant1 farkli oranlarda biiyiime diizenleyiciler igeren MSO besin ortaminda,

Magenta kaplar1 igerisinde kiiltiire alinmistir (Sekil 2.3, 2.4, 2.5; Tablo 2.3).

Sekil 2.3. 10-15 giinliik korunga bitkicikleri ve kotiledon bogum eksplantlarmnin

hazirlanmasi
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Sekil 2.4. Magenta kaplar icerisine yerlestirilen kotiledon bogum eksplantlari

Sekil 2.5. Tklim kabini igerisinde gelismeye birakilan Magenta kaplar



16

Tablo 2.3. Arastirmada kullanilan bitki biiylimeyi diizenleyiciler ve konsantrasyonlari

No Bitki Biiyiimeyi Diizenleyiciler (BBD, mg/L)
BAP TDZ Meta-Topolin NAA

1 - - - -
2 1 -- -- --
3 2 -- -- --
4 4 -- -- --
5 1 -- -- 0.5
6 2 -- -- 0.5
7 4 -- -- 0.5
8 -- 0.3 -- --
9 -- 0.6 -- --
10 -- 1.2 -- --
11 -- 0.3 -- 0.5
12 -- 0.6 -- 0.5
13 -- 1.2 -- 0.5
14 - - 05 -
15 -- -- 1 -
16 -- -- 2 --

2.3.4. Siirgiinlerin koklendirilmesi

Gelisen siirgiinlerde 6l¢iim islemlerinin ardindan 1 veya 2 mg/L IBA igeren yarim MS
besin ortaminda, her ortam i¢in 6 eksplant ve ii¢ tekerriir olacak sekilde koklendirilme

islemi gerceklestirilmistir.
2.3.5. Arastirmada incelenen ozellikler

Siirgiin olusturan eksplant sayis1 (%): Her Magenta kabinda siirgiin olusturan
eksplantlar sayilarak ylizde olarak ifade edilmistir.
Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet): Her eksplantta gelisen siirglinler sayilmis ve

stirgiin veren eksplantlarin ortalamasi alinmstir.
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Kok olusturan siirgiin sayis1 (%): Her Magenta kabinda koklenen stirgiinler sayilarak
yiizde olarak ifade edilmistir.
Siirgiin basina kok sayis1 (adet): Her kok olusturan siirglindeki kokler sayilarak

ortalamasi alinmistir.

2.3.6. Calismada Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Aragtirma tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore kurulmus olup, meta-
Topolin ve koklendirme denemesi 3 tekerriirlii diger denemeler ise 4 tekerriirlii olarak
her magenta kabi igerisinde 6 eksplant olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Ylizde degerler
varyans analizinden once “arcsin” transformasyonuna tabi tutulustur. Arastirma
sonucunda elde edilen veriler bilgisayarda “SPSS for Windows” programu ile tesadiif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore analiz edilmistir. Muamele ortalamalari

Duncan testi ile karsilastiriimistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. BAP ve NAA iceren Ortamlarda Rejenerasyon

Onobrychis stenostachya subsp. sosnowskyi, Onobrychis fallax var. longifolia,
Onobrychis elata, Onobrychis viciifolia tiirlerinde in vitro rejenerasyon elde etmek
amaciyla tiirlere ait steril tohumlardan elde edilen fidelerde kotiledonlarin birlestigi
yerin yaklasik 3-5 mm alt kismi1 ve kotiledonlarin yaris1 kesilerek elde edilen kotiledon
bogum eksplant1 farkli dozlarda BAP ve NAA kombinasyonlarini igeren ortamlarda
kiiltiire alinmastir. Kiiltiir baslangicindan 8-9 hafta sonra farkli BAP dozlar1 ve NAA
kombinasyonlarinin korunga tiirlerinde siirglin olusturan eksplant ytizdesi ve eksplant
basina siirglin sayis1 etkisine ait varyans analizi Tablo 3.1°de verilmistir (Sekil 3.1;

Sekil 3.2. a,b,c,d).

Tablo 3.1. Farkli BAP dozlari ve NAA kombinasyonlariin korunga tiirlerinde siirgiin

olusturan eksplant sayisi ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi

Varyasyon | Serbestlik Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Kaynaklari Derecesi Eksplant Sayisi Siirgiin Sayisi
KO F KO F

Genel 111 -- -- - -
Tiirler 3 4074.10 31.78** 21.73 56.64**
Ortam 6 104.60 0.82 15.37 40.06**
Tiir * Ortam | 18 175.31 1.37 1.34 3.49**
Hata 84 128.19 0.38

*%: %1 diizeyinde 6nemli
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Tablo 3.1 incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant sayisina sadece tiirlerin etkisi 0.01
diizeyinde onemli bulunurken, eksplant basina siirglin sayisina tiirlerin, ortamlarin ve

tiir X ortam interaksiyonunun etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuclart ve
deneme sonucunda elde edilen ortalamalar Tablo 3.2 ve 3.3’te verilmistir. Tablo 3.2°de
de gorildiigi gibi en yiiksek siirgiin olusturan eksplant sayis1 %98.21 ile O.
stenostachya’dan elde edilmis, bunu sirasiyla %94.64, %90.42 ve %72.62 ile O. fallax,
O. viciifolia ve O. elata izlemistir. Ortamlar arasinda ¢ikan farkliliklar istatistiksel

olarak dnemli bulunmamastir.

Tablo 3.2. Farkli BAP dozlari ve NAA kombinasyonlariin korunga tiirlerinde siirgiin

olusturan eksplant sayisina etkisi (%)

BBD Tiirler
(mg/L)
BAP | NAA | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
stenostachya fallax elata viciifolia

- - 95.83 95.83 75.00 83.33 87.50
(83.98) (83.98) (60.32) (69.14) (74.35)

1 100 91.67 66.67 95.83 88.54
(90.00) (77.95) (55.09) (83.98) (76.76)

2 100.00 100.00 66.67 100 91.66
(90.00) (90.00) (55.45) (90.00) (81.36)

4 95.83 100.00 79.17 83.33 89.58
(83.98) (90.00) (69.93) (69.14) (78.26)

1 0.5 95.83 83.33 70.84 95.84 86.46
(83.98) (69.14) (57.53) (83.98) (73.65)

2 0.5 100.00 95.83 79.17 83.33 89.58
(90.00) (83.98) (63.11) (72.73) (77.45)

4 0.5 100.00 95.83 70.84 91.67 89.58
(90.00) (83.98) (57.53) (77.53) (77.36)

Ortalama 98.21 94.64 72.62 90.48
(87.41) a* (82.72) ab (59.85) ¢ (78.13) b

*: Aym satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde
onemlidir. Parantez i¢leri transformasyon degerlerini gostermektedir.

Tablo 3.3’de tiirlerin ortalamasi incelendiginde en fazla eksplant basina siirgiin sayisi
4.56 adet ile O. viciifolia’dan elde edilmis olup bunu sirasiyla 3.11, 2.96 ve 2.54 adet ile

O. stenostachya, O. fallax ve O. elata izlemistir. Ortamlarin ortalama degerleri
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incelendiginde en fazla eksplant basina siirglin sayist sirasiyla 4 mg/L BAP, 2 mg/L
BAP ve 4 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA iceren ortamlardan elde edilmistir. Korunga
tirleri kendi igerisinde degerlendirildiginde, en fazla eksplant basina siirgiin sayis1 O.
stenostachya’da 4 mg/L BAP igeren ortamdan, O. fallax ve O. elata’da 4 mg/L BAP +
0.5 mg/L NAA igeren ortamdan, O. viciifolia’da ise 2 mg/L BAP igeren ortamdan elde
edilmistir. Her tiirde en yiiksek eksplant basina silirglin veren ortamin farkli olmasi

interaksyonun onemli ¢ikmasina neden olmustur.

Tablo 3.3. Farkli BAP dozlar1 ve NAA kombinasyonlarinin korunga tiirlerinde eksplant

basina siirgiin sayisina etkisi (Adet)

BBD Tiirler
(mg/L)
BAP | NAA | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
stenostachya fallax elata viciifolia
- - 1.79 D** 1.22 C** 1.05 B** 2.01 C** 1.52 d*
1 3.13BC 291 B 1.66B 417 B 297c¢c
2 3.75 ABC 3.38 AB 2.82 A 6.25 A 405ab
4 4.64 A 3.42 AB 3.32A 5.62 A 4.25 a
1 0.5 1.64 D 2.81B 3.35A 3.76 B 2.64c
2 0.5 292C 3.04 AB 2.90 A 5.59 A 3.61b
4 0.5 3.88 AB 3.92 A 3.36 A 453B 3.99 ab
Ortalama 3.12 b* 296 b 254 c¢c 456 a

*: Ayni satirda ve ayni siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
**Aym siitunda farkli bliylik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05
diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 3.1 Onobrychis viciifolia tiiriinde kiiltiir baglangicindan 9 hafta sonra gelisim

Sekil 3.2. Korunga tiirlerinde 1 mg/L BAP igeren MSO besin ortaminda siirgiin
rejenerasyonu a) Onobrychis stenostachya b) Onobrychis falax ¢) Onobrychis elata ve
d) Onobrychis viciifolia
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3. 2. TDZ ve NAA I¢eren Ortamlarda Rejenerasyon

Onobrychis stenostachya subsp. sosnowskyi, Onobrychis fallax var. longifolia,
Onobrychis elata, Onobrychis viciifolia tiirlerinde in vitro rejenerasyon elde etmek
amactyla kotiledon bogum eksplantlar1 farkli dozlarda TDZ ve NAA kombinasyonlarini
iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 8-9 hafta sonra farkli TDZ
dozlar1 ve NAA kombinasyonlarinin korunga tiirlerinde siirgiin olusturan eksplant sayis1
ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi Tablo 3.4’de verilmistir

(Sekil 3.3.a,b,c,d).

TDZ ve NAA biiytime diizenleyicilerini igeren ortamlarin siirgiin olusturan eksplant
sayist ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analiz tablosu
incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant sayisi lizerine sadece tiirlerin, eksplant basina
slirgiin sayis1 tizerine ise tiirlerin, ortamlarin ve tiir X ortam interaksiyonunun etkisi 0.01

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Tablo 3.4. Farkli TDZ dozlart ve NAA kombinasyonlarinin korunga tiirlerinde siirgiin

olusturan eksplant sayisi ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Kaynaklar Derecesi Eksplant Sayisi Siirgiin Sayisi
KO F KO F
Genel 95
Tiirler 3 7020.18 51.31** 106.74 5004.02**
Ortam 5 238.97 1.75 3.62 120.25**
Tiir * Ortam 15 94.60 0.69 2.79 4.08**
Hata 72 136.82 0.89

*%: %1 diizeyinde 6nemli

Tablo 3.5. incelendiginde, en fazla siirgiin olusturan eksplant sayist1 %99.31 ile O.
fallax’dan, en diisiik siirgiin olusturan ekplant sayis1 ise % 56.95 ile O. elata’dan elde
edilmistir. Farkli TDZ dozlar1 ve NAA kombinasyonlarmin tiirlerin siirglin olusturma
yiizdelerine etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir. Bununla beraber en yliksek

stirgiin olusturma orani1 ortalama %88.54 ile 0.3 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA
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kombinasyonundan elde edilmistir. En diisiik siirgiin olusturma orani ise ortalama
%79.17 ile 1.2 mg/L TDZ’nin kullanildig1 besin ortamindan elde edilmistir.

Biiylime diizenleyicilerinden TDZ ve NAA konsantrasyonlarmin tiirlerin eksplant
basina siirgiin sayisina etkisi incelendiginde, en fazla eksplant basina ortalama siirgiin
sayis1 ortalama 9.01 adet ile O. stenostachya’dan elde edilmis olup, O. fallax’da 8.20
adet, O. viciifolia’da 5.13 adet ve O. elata’da 4.87 adet siirgiin elde edilmistir. O.
viciifolia ve O. elata’dan elde edilen ortalama siirgiin sayilar1 istatistiksel olarak ayni

grupta yer almistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.5. Farkli TDZ dozlart ve NAA kombinasyonlarinin korunga tiirlerinde siirgiin

olusturan eksplant sayisina etkisi (%)

BBD
(mg/L) Tiirler
TDZ | NAA | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
stenostachya fallax elata viciifolia
0.3 95.83 95.83 66.67 91.67 87.50
(83.98) (83.98) (55.10) (77.95) (75.25)
0.6 95.83 100.00 54.17 91.67 85.42
(83.98) (90.00) (47.43) (77.95) (74.84)
1.2 79.17 100.00 54.17 83.33 79.17
(66.34) (90.00) (47.43) (69.14) (68.23)
0.3 0.5 100.00 100.00 54.17 100.00 88.54
(90.00) (90.00) (51.02) (90.00) (80.27)
0.6 0.5 95.83 100.00 54.17 91.67 85.42
(83.98) (90.00) (47.43) (77.95) (74.93)
1.2 0.5 91.67 100.00 58.33 87.50 84.37
(81.18) (90.00) (50.23) (77.93) (73.33)
Ortalama 93.055 99.305 56.95 90.97
(81.58) b (88.99) a (49.83) c (77.49) b

*: Aym satirda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05
diizeyinde 6nemlidir. Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.
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Tablo 3.6 Farkli TDZ dozlar1 ve NAA kombinasyonlarinin korunga tiirlerinde eksplant

basina siirgiin sayisina etkisi (adet)

BBD (mg/L) Tiirler

TDZ | NAA | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
stenostachya fallax elata viciifolia

0.3 8.53 BCD** | 7.70 BC** |5.10 A** 6.42 A** 6.93 ab*

0.6 9.45 ABC 8.65 AB 477 A 5.54 AB 7.10 ab

1.2 10.58 A 9.50 A 5.50 A 461B 7.55a

0.3 0.5 7.88 D 7.85BC 457 A 5.25 AB 6.39b

0.6 0.5 9.53 AB 6.55C 5.13 A 4.66 B 6.47b

1.2 0.5 8.08 CD 8.95 AB 418 A 4.29B 6.38 b

Ortalama 9.01 a* 8.20b 487c 5.13c

*: Ayni satirda ve ayni siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
**Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05
diizeyinde 6nemlidir.

Ortamlarin eksplant basina siirgiin olusturma etkilerine bakildiginda, en fazla siirgiin

7.55 adet ile 1.2 mg/L TDZ konsantrasyonunda elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin

olusturmada, tiirler kendi icerisinde degerlendirildiginde en fazla siirglin sayis1 O.
stenostachya ( 10.58 adet) ve O. fallax (9.50 adet) 1.2 mg/L TDZ, O. viciifolia’da 0.3
mg/L TDZ (6.42 adet) igeren ortamdan elde edilirken O. elata’da ortamlar arasinda

istatistiki bir farkliligin olmadig1 gortilmektedir.
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Sekil 3.3. Korunga tiirlerinde 0.3 mg/L TDZ igeren MSO besin ortaminda siirgiin
rejenerasyonu a) Onobrychis stenostachya, b) Onobrychis falax, ¢) Onobrychis elata ve
d) Onobrychis viciifolia

3.3. Meta-Topolin iceren Ortamlarda Rejenerasyon

Onobrychis stenostachya, Onobrychis fallax, Onobrychis elata, Onobrychis viciifolia
tirlerinde kotiledon bogum eksplantinda farkli meta-Topolin dozlarinin in vitro
rejenerasyon iizerine etkisi belirlemek amaciyla kurulan denemeden elde edilen
sonuclara ait varyans analizi Tablo 3.7’de verilmistir (Sekil 3.4.a,b,c,d). Farkli korunga
tirlerinin meta-Topolin bitki biiylime diizenleyicilerini i¢eren ortamlarda siirgiin
olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi tablosu incelendiginde yapilan
muamelelerin istatistiksel olarak 6nemsiz ¢iktig1 belirlenmistir. Eksplant bagina siirgiin

sayisina ait varyans analiz incelendiginde ise tiirler ve ortamlarin etkisi istatiksel olarak
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0.01 seviyesinde onemli iken, tiir x ortam interaksiyonunun etkisi 0.05 seviyesinde

onemli bulunmustur.

Tablo 3.7. Farkli meta-Topolin dozlarinin korunga tiirlerinde siirgiin olusturan eksplant

sayisina ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi

Varyasyon | Serbestlik Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Kaynaklari Derecesi Eksplant Sayisi Siirgiin Sayisi
KO F KO F
Genel 35
Tiirler 3 549.26 2.54 3.26 8.30**
Ortam 2 307.51 1.54 13.78 35.06**
Tiir * Ortam | 6 165.51 0.83 1.26 3.21*
Hata 24 199.57 0.393

*:0.05 diizeyinde 6nemli, **: 0.01 diizeyinde 6nemli

Tablo 3.8. Farkli meta-Topolin dozlarinin korunga tiirlerinde siirgiin olusturan eksplant

sayisina etkisi (%)

Meta- Tiirler
Topolin Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
mg/L stenostachya fallax elata viciifolia
0.5 94.44 94.44 94.44 100.00 95.83
(81.97)* (81.97) (81.97) (90.00) (83.98)
1 94.44 88.89 77.78 94.44 88.89
(81.97) (73.94) (66.97) (81.97) (76.21)
2 94.44 94.44 61.11 94.44 86.11
(81.97) (81.97) (51.97) (81.97) (74.47)
Ortalama | 94.44 92.59 77.78 96.30
(81.97) (79.29) (66.97) (84.65)

*: Parantez i¢leri transformasyon degerlerini gostermektedir.

Meta-Topolin ile muamele sonucunda siirgiin olusturan eksplant yiizdeleri tiir bazinda

incelendiginde en yiiksek ortalama deger % 96.3 oran ile O. viciifolia tiiriinden elde

edilmistir. Bunu sirasi ile ortalama %94.44 oran ile O. stenostachya ve ortalama %92.59

oran ile O. fallax tiirleri takip etmistir. En disiik siirgiin olusturan eksplant sayisi1 ise

ortalama %77.78 oran ile O. elata tiirtinden elde edilmistir.
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Meta-Topolin  konsantrasyonlarinin ~ siirgiin  olusturan eksplant sayisina etkisi
irdelendiginde, en yiiksek oran %95.83 ile 0.5 mg/L meta-Topolin uygulamasindan elde
edilirken, en diisiik oran %86.11 ile 2 mg/L meta-Topolin uygulamasindan elde
edilmistir. Ancak tlirlerin ve uygulamalarin etkisi istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur.

Tablo 3.9. Farkli meta-Topolin dozlarinin korunga tiirlerinde eksplant basina siirgiin

sayisina etkisi (adet)

mT Tiirler
mg/L Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
stenostachya fallax elata viciifolia
0.5 2.65 B** 2.91 B** 1.97 B** 2.39 B** 2.48 c*
1 297B 470 A 2.85B 3.30 AB 3.46 b
2 5.86 A 5.023 A 4.00 A 3.60 A 4.62 a
Ortalama 3.83a* 421a 294 b 3.10b

*: Ayni satirda ve ayni siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

**Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05
diizeyinde 6nemlidir.

Eksplant basina siirgiin sayisi incelendiginde en fazla siirgiin sayis1 4.21 adet ile O.
fallax’da gergeklesirken O. stenostachya’da 3.83 adet ile istatistiksel olarak ayni grupta
yer almigtir. Eksplant bagina en az siirglin sayis1 veren tiir ise ortalama 2.94 adet ile O.
elata olmus olup O. viciifolia (3.10 adet) tiirii ile istatistiksel olarak ayni grupta yer

almistir.

Meta-Topolin  konsantrasyonlarinin  eksplant bagina siirglin  sayisina  etkisine
baktigimizda konsantrasyonlar arttik¢a siirglin sayisinin da anlamli bir sekilde arttigi
goriilmektedir. En fazla siirglin sayisi 2 mg/L meta-Topolin konsantrasyonunda
ortalama 4.62 adet, en az siirgiin sayis1 ise 0.5 mg/L meta-Topolin konsantrasyonunda

ortalama 2.48 adet olarak belirlenmistir.

Her tiiriin meta-Topolin uygulamasina tepkisi ayr1 ayrt incelendiginde en yiiksek
eksplant bagina siirgiin sayisi tiim tiirlerde 2 mg/L en diisiik ise 0.5 mg/L meta-Topolin
uygulamalarindan elde edilmistir. Ancak Onobrychis fallax ve Onobrychis viciifolia
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tiirlerinde 2 mg/L meta-Topolin uygulamasi ile 1 mg/L meta-Topolin uygulamasi

arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemistir.

Sekil 3.4. Korunga tiirlerinde 2 mg/L meta-Topolin igeren MSO besin ortaminda siirgiin
rejenerasyonu a) Onobrychis stenostachya, b) Onobrychis falax, ¢) Onobrychis elata ve
d) Onobrychis viciifolia

3.4. Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Geligsen siirgiinler kesilerek 1 veya 2 mg/L IBA igeren MSO besin ortaminda
koklendirmeye alinmigtir. Kiiltiir baglangicindan 7-8 hafta sonra siirgiin olusturan kok
sayis1 ve siirgiin basina kok sayis1 degerleri belirlenmistir (Sekil 3.5 a,b,c,d). Yapilan
varyans analizi sonucunda kok olusturan siirgiin sayisinda tiirler, siirgiin basina kok

sayisinda ise ortam ve tiir X ortam interaksiyonu 6nemli bulunmustur (Tablo 3.10).
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Tablo 3.10. Farkli IBA dozlarinin korunga tiirlerinde kok olusturan eksplant sayisina ve

siirglin basina kok sayisina etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Siirgiin Olusturan Kok Siirgiin Basina Kok
Kaynaklari Derecesi Yiizdesi Sayisi
KO F KO F

Genel 23
Tiirler 3 1895.58 11.82** 0.83 0.86
Ortam 1 0.130 0.001 5.23 5.42*
Tiir * Ortam | 3 68.68 0.428 3.64 3.77**
Hata 16 160.43 0.97

*: %1 diizeyinde 6nemli, **: %1 diizeyinde 6nemli

Tablo 3.11. incelendiginde Onobrychis viciifolia> da %86.11, Onobrychis
stenostachya’da %50, Onobrychis fallax ve Onobrychis elata’da %36 koklenme orani
elde edildigi goriilmektedir. Koklenme orani bakimindan tiirler arasinda ¢ok Onemli
farkliliklarin oldugu goriilmistiir. En yiiksek koklenme oran1 Onobrychis viciifolia ‘dan
elde edilmistir. Ortamlarin tiirlerin koklenme orani tizerine etkisi ise istatistiksel olarak

Oonemsiz bulunmustur.

Tablo 3.11. Farkli IBA dozlarinin korunga tiirlerinde kdk olusturan eksplant sayisina
etkisi (%)

IBA Tiirler
mg/L Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama

stenostachya fallax elata viciifolia

1 44.44 38.89 33.33 88.89 51.38
(41.75) (38.51) (34.79) (78.25) (48.32)

2 55.55 33.33 38.89 83.33 52.78
(48.72) (35.26) (38.51) (70.21) (48.18)

Ortalama | 50.00 36.11 36.11 86.11
(45.24) b* (36.89) b (36.65) b (74.23) a

*: Aym satirda farkli kiiglik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05
diizeyinde 6nemlidir. Parantez icleri transformasyon degerlerini gostermektedir.
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IBA dozlarinin korunga tiirlerinde siirglin basina kok sayisina etkisi tiirlere gore degisim
gostermistir. En fazla eksplant basina kok sayisi Onobrychis stenostachya ve
Onobrychis elata’da 2 mg/L IBA igeren ortamdan elde edilirken Onobrychis fallax

Onobrychis viciifolia’da ortamlar arasinda farklilik elde edilmemistir.

Tablo 3.12. Farkli IBA dozlarinin korunga tiirlerinde siirgiin basina kok sayisina etkisi

IBA Tiirler
mg/L Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Onobrychis | Ortalama
stenostachya fallax elata viciifolia
1 2.83 B** 2.89 A** 1.22 B** 3.39 A** 2.59 b*
2 3.56 A 250 A 439 A 3.62A 3.52a
Ortalama | 3.20 2.70 2.81 3.51

*: Ayni stitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05

diizeyinde 6dnemlidir.
**Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05

diizeyinde 6dnemlidir.
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Sekil 3.5. Korunga tiirlerinde 1 mg/L IBA i¢eren MSO besin ortaminda kdklenme
a) Onobrychis stenostachya b) Onobrychis elata ¢)Onobrychis fallax ve d) Onobrychis
viciifolia



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismasi kapsaminda Onobrychis stenostachya, O. fallax, O. elata ve O. viciifolia
korunga tiirlerinin doku kiiltiirii yontemleriyle ¢ogaltimi amaglanmistir. Bu amagla
tiirlere ait steril tohumlardan elde edilen fidelerde kotiledonlarin birlestigi yerin yaklasik
3-5 mm alt kism1 ve kotiledonlarin yaris1 kesilerek elde edilen kotiledon bogum
eksplantlar1 farkli biliylimeyi diizenleyici konsantrasyon ve kombinasyonlarini igeren
MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir.  Kiiltiir baglangicindan 8-9 hafta sonra korunga
tiirlerinde siirgiin olusturan eksplant ylizdesi ve eksplant basina siirgiin sayis1 6zellikleri
belirlenmigtir. Caligma sonucunda biitiin tiirlerde rejenerasyon frekansinda kullanilan
biiylimeyi diizenleyici doz ve kombinasyonlarinda istatistiksel olarak bir farklilik elde
edilmemistir. Ancak eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan tiirlere gore biiylimeyi
diizenleyici doz ve kombinasyonlar1 farklilik gostermistir. En fazla eksplant basina
slirglin sayis1 BAP ve NAA uygulamalarinda O. stenostachya’da 4 mg/L BAP, O. fallax
ve O. elata’da 4 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, O. viciifolia’da ise 2 mg/L BAP, TDZ ve
NAA uygulamalarinda ise O. stenostachya, O. fallax ve O. elata’da 1.2 mg/L TDZ, O.
viciifolia’da 0.3 mg/L TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir. Meta-Topolin
uygulamalarinda ise en fazla eksplant bagina siirgiin sayis1 tiim tiirlerde 2 mg/L en
diisiik ise 0.5 mg/L meta-Topolin uygulamalarindan elde edilmistir. Ancak O. fallax ve
O. viciifolia tiirlerinde 2 mg/L meta-Topolin uygulamasi ile 1 mg/L meta-Topolin

uygulamasi arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemistir.

Siirglin rejenerasyonunun basarisinda kullanilan eksplant tipi, biiylimeyi diizenleyici
tipi, dozu ve genotip olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Calisilan tiirler kendi aralarinda
genel olarak degerlendirilirse; tiirlerin siirgiin olusturma yiizdeleri ve eksplant basina
elde edilen siirgiin sayilar1 birbirinden farklilik gdstermistir, bununla birlikte genel
olarak kotiledon bogum eksplantinda incelenen ortamlar agisindan rejenerasyon

kapasitesi en diisiik olan tiir O. elata olarak belirlenmistir. Honarmand vd. (2016),
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Shahrkord ve Khansar korunga cesitlerinde yiiriittiikkleri ¢alismada Khansar ¢esidinde
kallus indiiksiyonu yiizdesi, slirglin olusturma orani ve eksplant basina siirgiin sayisinin
Shahrkord ¢esidinden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, 0.1 mg/L IBA ve
3 mg/L BAP igeren MS ortaminda Khansar ¢esidinde en yiiksek siirgiin yiizdesi (%
98.15) ve eksplant basina siirgiin sayisi (4.3) elde ettiklerini ifade etmislerdir. Benzer
sekilde yonca, fig, burgak gibi bitkilerde yiiriitiilen ¢alismalarda bitki genotipinin in
Vvitro siirgiin rejenerasyonunu 6nemli Ol¢iide etkiledigi belirtilmistir (Cogti vd., 2003;

Erdogan vd., 2004; Erdogan vd., 2005; Erisen, 2005).

Korunga ile 6nceki yillarda in vitro rejenerasyon ile ilgili farkli arastiricilar tarafindan
yuriitiilen ¢aligmalar incelendiginde daha c¢ok kiiltiirii yapilan Onobrychis viciifolia
tizerinde yapilmis ¢alismalar goriilmektedir. Arastirmacilar ¢alismalarin da farkli bitki
pargalari, farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri
kullanarak korungada etkili bir siirgiin rejenerasyonu gelistirmeyi amaglamislardir.
Korungada farkli arastiricilarin yaptiklart c¢alismalarda Ozcan vd. (1996a) yiiksek
oranda siirgiinii 0.5 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinan
hipokotil érneklerinden, Ozcan vd. (1996 b) 0.5 mg/L BAP ve 2 mg/L NAA iceren MS
ortaminda olgunlagsmamis embriyolardan, Ozgen vd. (1998) 20uM BA ve 0.5 uM NAA
iceren MS besin ortaminda tarla kosullarinda yetistirdikleri bitkilerden elde edilen sap
eksplantindan, Sancak (1999) 2 mg/L BAP ile 0.05 veya 0.1 mg/L IBA igeren MS
ortaminda embriyodan, Celiktas vd. (2006) 10.7 uM NAA ve 2.3um kinetin ile B5
ortaminda, apikal meristemlerden, Garshasbi vd. (2012) 4 mg/L BAP igeren besin
ortaminda apikal meristemlerden, Uzun (2012) en fazla siirgiin olusturma yiizdesini
0.5, I mg/L TDZ veya 0.5, 1 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L NAA igeren ortamlardan,
hipokotil eksplantindan elde etmislerdir. Onobrychis viciifolia ile ilgili yapilan
caligmalara bakildiginda genellikle en fazla siirglin rejenerasyonunun kullanilan
eksplant tipine, biiyiimeyi diizenleyici tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak degistigi
goriilmektedir. Nitekim Dadasoglu ve Tosun (2017) korungada en fazla siirgiin
olusumunu kok eksplantindan 29.0 adet ile 1.5 mg /L BAP’dan elde ederken
kotiledonlarda 7.8 adet ile TDZ’nin 1.0 mg /L dozundan elde ettiklerini, Tamas ve
Savatti (2006) ise korungada hizli ¢ogaltimi i¢in vejetasyonun 1. 2. ve 3. yillarinda

stirgiin ucu ve bogumlarindan aldiklar1 eksplantlar1 kullanmislar, siirglin ug¢larinin
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rejenerasyon kapasitesinin daha yiiksek oldugu oldugunu ve rejenerasyon derecesinin

donor bitkinin yasi ile de dogru orantili oldugunu ifade etmislerdir.

BAP ve NAA igeren ortamlar genel olarak degerlendirildiginde eksplant basina en fazla
slirgiin sayisinin sadece 2-4 mg/L BAP ile bunlarin 0.5 mg/L NAA kombinasyonlarinda
belirlenmistir. Ozgen vd., (1998) ve Sancak (1999) O. viciifolia’ da yiiriittiikleri
calismalarda embriyonik eksen, yaprakgik, yaprak sap1 ve sap eksplantlarinda 2-4 mg/l
BAP ve 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamlarda benzer sekilde basarili sonuglar

elde etmislerdir.

Sitokinin benzeri etkiye sahip olan TDZ son yillarda siirgiin rejenerasyon
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Guo vd., 2011). TDZ’nin in vitro
kiiltirde siirglin rejenerasyonunu tesvik ettigi farkli arastiricilar  tarafindan
bildirilmektedir (Erdogan vd., 2005; Erisen vd., 2011; Yorgancilar ve Erisen 2011).
Genel olarak calisilan korunga tiirlerinde de TDZ iceren ortamlarda eksplant basina elde
edilen siirgiin sayisinin fazla oldugu goriilmektedir. En fazla eksplant basina siirgiin
sayisi tek bagina TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir. Benzer sekilde Uzun (2012)
korungada hipokotil eksplantinda 1 mg/l TDZ ortamda en fazla eksplant basina siirgiin

sayis1 elde etmistir.

Doku kiiltiirli calismalarinda son 15-20 yildir yeni bir dogal aromatik sitokinin kaynagi
olarak Populus tiirlerinde belirlenen topolinler arastirilmaktadir (Strnad vd., 1997,
Tarkowska vd., 2003; Aremu vd., 2012; Gentile vd. 2014). Meta-Topolin aspir ve
Prunus spp. gibi bir¢ok tiirde mikrogogaltim ve siirgiin rejenerasyonu g¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (Gentile vd. 2014; Vijayakumar vd., 2017). O. stenostachya, O. fallax,
O. elata ve O. viciifolia korunga tiirlerinde de 2 mg/L. meta-Topolin igeren ortamlarda
eksplant basina sirasiyla 5.86, 5.02, 4.00 ve 3.60 adet siirgiin elde edilmistir. Artan mT
dozlarina bagli olarak eksplant basina siirgiin sayisinda artis gézlenmistir. Gentile vd.
(2014) meta-Topolinin  Prunus tiirlerinde siirgin ¢ogaltim orani {izerine etkisi
olmadigint ancak siirgiin gelisimini ve Kkalitesini artirdigim1  ve dokulardaki

vitrifikasyonu daha iyi kontrol ettigini ifade etmektedirler.
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Elde edilen siirgiinler farkli oranlarda IBA iceren MSO besin ortaminda
koklendirilmistir. Sonugta O. viciifolia’ da ortalama %86.11, O. stenostachya’da %50,
O. fallax ve O. elata’da %36 koklenme orani belirlenmistir. En yiiksek koklenme orani
O. viciifolia’dan elde edilmistir. Ortamlarin tiirlerin koklenme orani iizerine etkisi
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Genotipin koklenme {iizerine etkili oldugu
Gomes vd. (2010) ve Cezar vd. (2015) tarafindan da Arbutus unedo ve Pinus taeda’da
da bildirilmektedir. Daha once farkli arastiricilar tarafindan O. viciifolia ile yapilan
caligmalarda siirgiinlerin 1 mg/l IBA iceren MS besin ortaminda % 50-60 oraninda
koklendigi bildirilmektedir (Ozcan vd., 1996 a; Ozcan vd, 1996b; Sancak 1999;
Garshasbi vd., 2012).

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde O. stenostachya’da BAP ve NAA igeren
ortamlarda ortalama siirgiin olusturma orani %98.21, O. fallax’'da %94.64, O. elata’'da
72.62 ve O. viciifolia 'da %90.48 olarak belirlenmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin
sayist O. stenostachya, O. fallax, O. elata ve O. viciifolia’da sirasiyla 4.64, 3.92, 3.36 ve
6.25 adet ile O. stenostachya’da 4 mg/L BAP, O. fallax ve O. elata 4 mg/L BAP + 0.5
mg/L NAA ve O. viciifolia’da 2 mg/L BAP igeren ortamlardan elde edilmistir.

TDZ ve NAA igeren ortamlarda O. stenostachya’da ortalama siirgiin olugturma orani
%93.06, O. fallax’da %99.31, O. elata’da %56.95 ve O. viciifolia’da %90.97 olarak
belirlenmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 O. stenostachya, O. fallax, O.
elata ve O. viciifolia’da sirasiyla 10.58, 9.50, 5.50 ve 6.42 adet ile 1.2 mg/L TDZ (O.

stenostachya, O. fallax, O. elata) ve 0.3 mg/L TDZ igeren ortamlarda belirlenmistir.

Meta-Topolin igeren ortamlarda ortalama siirgiin olusturma oran1 O. stenostachya, O.
fallax, O. elata ve O. viciifolia’da sirasiyla %94.44, 92.59, 77.78 ve 96.30 olarak tespit
edilmistir. Eksplant basina en fazla siirgilin sayisi ise O. stenostachya, O. fallax, O. elata
ve O. viciifolia’da sirasiyla 5.86, 5.02, 4 ve 3.60 adet olarak 2 mg/L meta-Topolin

uygulamasinda tespit edilmistir.

O. viciifolia’ da %86.11, O. stenostachya’da %50, O. fallax ve O. elata’da %36
ortalama koklenme orani elde edilmis olup, siirgiin basina en fazla kok sayis1 ortalama

3.52 adet ile 2 mg/L IBA uygulamasindan elde edilmistir.
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Tiirlere gore belirlenen rejenerasyon ve koklenme oranlari farkli eksplant, biiylimeyi

diizenleyici tip ve dozu kullanilarak artirilabilir.

Elde edilen sonuglar ¢alisilan korunga tiirlerinin gogaltiminda kullanilabilecegi gibi bu
tirlerin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine toleransinin belirlenmesinde, in vitro

seleksiyon ve gen aktarimi ¢alismalarinda da kullanilabilir.
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