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Soya Fasulyesi (Glycine max L. Merrill)’nin Doku Kultlrinde
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Ozet

Bu ¢aligmada soya fasulyesinin (Glycine max L. Merrill) Agrova SA88 varyetesi kullanilarak in vitro klonal
¢ogaltimi gerceklestirilmistir. Denemelerde kullanilan fideler in vitro kosullarda ¢imlendirilmis tohumlardan
elde edilmistir. Cimlendirilen fidelerden alinan gévde ucu, bogum, yaprak, petiyol, kok, kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 Murashige ve Skoog (MS) ortaminda farkl: bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD) ile muamele edilip,
genotipin, kullanilan eksplantin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin soya fasulyesinde klonal Uretim (zerine
etkileri arastirilmustir. Sitokinin olarak KN (Kinetin) ve t-Z (trans Zeatin)nin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlari adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in uygulanmstir. Eksplantlara uygulanan BBD’lerden KN’nin
2 ve 3 mg/l konsantrasyonlarinda en iyi adventif siirgiin rejenerasyonu gézlenmistir (3-5 adet). Yaprak, petiyol
ve kotiledon eksplantlarinda ise t-Z’nin 2 mg/l ve 4 mg/l konsantrasyonu kallus gelisimine neden olmustur.
Adventif siirginlerin koklendirilmesi icin NAA (Naphthalene acetic acid) ve IBA (Indole-3-butyric acid)
uygulanmis ve 2 mg/l NAA’ nin kok gelisimini uyarmada en etkili BBD oldugu saptanmistir. Gvde gelisimi ve
koklendirilmesi tamamlanmis siirgiinler gelisimini devam ettirebilmeleri icin BBD igermeyen MS ortamina
aktarilmistir. Olgunlasan bitkiler daha sonra saksilara transfer edilerek dis kosullara alistirilmustir.

Anahtar Kelimeler: Bitki bliyume diizenleyicileri, Soya fasulyesi, Mikrogogaltim, Bitki doku kulturd.

Micropropagation of Soybean (Glycine max L. Merrill) In Plant Tissue
Culture

Abstract

In this study micropropagation on the Agrova SA88 strain of soybean ( Glycine max L. Merrill) were carried out.
The shoot tip, nod, leaf, petiole, root, cotyledon and hypocotyls explants from seedlings were incubated in
Murashige and Skoog (MS) medium with different concentrations and combinations of plant growth regulators
(PGR) to investigate the effect of genotype, PGRs and explant on clonal propagation of soybean. As PGRs,
cytokinin in different concentration and combination for adventitious shoot regeneration were employed. Among
the PGRs applications, KN ( Kinetin) was found to be most influential on adventitious shoot regeneration (3-5
buds) of soybean in 2 and 3 mg/l concentration. The t-Z (trans-Zeatin) in 2-4 mg/l concentration gave callus on
leaf, petiole and cotyledone. The grown stem on explants were separeted and incubated in MS medium with the
PGRs of NAA ( Naphthalene acetic acid) and IBA ( Indole-3-butyric acid) for root development. 2 mg/l NAA
was found to be more suitable for root development and the regenerated seedling were transferred PGRs-free MS
medium for seedling development and the healthy individuals were transferred to pots and aclimatized.
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1. Giris

Giiniimiizde insanoglunun karsilastig1 en biiyiik sorun, artan niifusun beslenmesidir. Bu amagla kiltdr
bitkilerinin 1slahi iizerinde binlerce yildan beri calisilmakla birlikte, {irlinlerdeki nicelik ve nitelik
artigsl, ancak son 50 yilda gelistirilen 1slah yontemleri ve uygun yetistirme tekniklerinin modern
teknolojiyle birlesmesi sonucunda gergeklesebilmistir. Islah edilmis kiiltiir bitkilerinin, yabani
formlartyla karsilastirildiklarinda birgok mantar, bakteri ve viriis hastaliklari ile zararlilara karsi daha
duyarli oldugu, bu durumun genelde uygulanan 1slah yontemlerinin eksikliginden kaynaklandigi
gorlilmistiir. Islah programlarinda, seleksiyon ¢alismalarinda iiriin kalitesi ve miktar1 gibi 6zellikler 6n
planda tutuldugundan, hastalik ve zararlilara karsi dayaniklilik her zaman ikinci planda kalmistir [1].
Yillardan beri bitkiler, hastalik ve zararlilarin saldirilarina karsi kimyasal ilaglarla korunmus, ancak
kullanilan bu ilaglarin ayrismadan uzun siire kalabilmeleri insan, hayvan ve ¢evre sagligi agisindan
giderek artan bir endise kaynagi haline gelmistir. Kimyasal ilaglar genelde mantarlara kars1 etkili
olmakla birlikte; virls ve bakterilere kars yetersiz kalmaktadir. Bu durum kiiltiir bitkilerini hastalik ve
zararlilardan korumak i¢in alternatif 1slah yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir [2].

20. yiizyillm baslarina kadar smirlt bir tiretime sahipken bugiin diinyanin en 6nemli bitkisel
protein ve yag kaynagi haline gelen soya fasulyesi (Glycine max. L. Merrill) bitkisinin, bdylesine
6nemli bir tarimsal iiriin haline gelmesinde, siireklilik gosteren bir 1slah donglisu igerisinde mevcut
genotiplerin genetik agidan iyilestirilmesi anahtar rolii oynamustir. Zengin oranda besin maddeleri
iceren tohumlar1 itibariyle beslenme ve endiistride 6nemli bir yeri oldugundan birgok iilkede
yetistirilmektedir. Anavatan1 Cin ve Mangurya’dir [3]. Diinyada en ¢ok soya fasulyesi yetistiren
tilkeler sirast ile ABD, Cin, Rusya, Brezilya, Endonezya, Kore, Japonya ve Kanada’dir. Avrupa’da
Romanya ve Tiirkiye 6nemli 6l¢giide soya yetistiren iilkelerdendir. Soya, bitki gelisimi, verim ve kalite
acisindan ekolojik kosullara tepkisi olduk¢a yiiksek olan kiiltiir bitkilerindendir. Ozellikle giin
uzunlugu, soya cesitlerinin adaptasyon alanlarin1 dar bir kusak igerisine sinirlamaktadir. Yapilan
caligmalarda soya fasulyesinin farkli olgunlasma grubuna giren ¢esitlerin performanslarinin bdlgelere
gore degistigi gibi bir bdlgede aymi olgunlasma grubu igerisindeki ¢esitlerin gdstermis oldugu
performanslarin da farkli oldugu goriilmektedir [4]. Soya, 6nemli bir besin kaynagidir. Tohumu
yuksek oranda ham protein icermektedir. Bu protein, kolay sindirilen proteinlerdendir. En ¢ok cholin,
pantothenic asit, niacin, thiamine, riboflavin, inositol, vitamin E, vitamin K icermektedir. Soya A
vitamini ve B grubu vitaminlerinin de kaynagidir [5]. Soyanin beslenme ve yag eldesi adina dnemi,
1940’lara kadar anlagilamamistir. 1940’lardan sonra soya yetistiriciligi ve genetigi Ttizerinde
Amerika’da yogun arastirmalar baslatilmistir [6]. Oyle ki asir1 yagh besinlerle kolesterol yiiklemesi
yapan Amerikalilar kurtulusu soya fasulyesinde aramislardir. Yapilan aragtirmalar ile soya
fasulyesinin kolesterolii diisiirdiigii, gogiis kanserini Onledigi ve kemikleri giiclendirdigi tespit
edilmistir. Soya fasulyesinin vejetasyon siresi yaklasik olarak 120 giindiir [7]. Bu siire kisa zamanda
uriin elde etmek isteyenler i¢in oldukg¢a uzun bir stiredir. Doku kiiltiiri ortaminda bu siire kullanilan
yonteme bagli olarak 2 aya kadar diisiiriilebilmektedir. Bu ¢alismada ekonomik ve besin degeri yiiksek
olan soya fasulyesinin klonal iiretimi iizerine yogunlasarak, en iyi eksplant, ortam ve BBD tespit
edilmeye c¢alisilmistir. Bu konuda olduk¢a Onemli sonuglar ve ipuglart elde edilmistir. Soya
fasulyesinin doku kiiltlirlinde klonal iiretiminin ekonomik boyutlara ulasmasi ve ticari sekle
dondistiiriilebilmesi i¢in daha yogun ve kapsamli ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali
Bu ¢aligmada soya fasulyesi bitkisinin Agrova SA88 ¢esidi kullanilmistir. Soya fasulyesi tohumlari
Adana Tarim 1 Miidiirliigiinden temin edilmistir.

2.2. Sterilizasyon

Kullanilan petri, erlen gibi cam malzemeler ile pens, bistiiri gibi ekipmanlar ve ¢alismada kullanilmig
olan Murashige ve Skoog, (Duchefa, Netherland) [8] besin ortami 1.5 atmosfer basing altinda 121 °C
de 20 dakika tutularak sterilizasyonu saglanmustir.
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Saglam olarak secilen soya fasulyesi tohumlar1 6nce 5 dk. steril saf su igerisinde bekletilmis.
Buradan alinan tohumlar ilk dnce %70°lik etanol igerisinde 30 sn., ardindan %70 lik ticari camasir
suyu (ACE-Tdrkiye, %5 NaOCI) icerisinde 15 dk. tutulmustur. Bu agamadan sonra soya tohumlari
steril saf su ile 3 kez 5 dakika durulanarak, otoklavlanmig kurutma kagitlar1 iizerinde kurutulmustur.
Hormonsuz besin ortamlarina her erlene 3 adet soya tohumu gelecek sekilde ekim yapilarak bu
ortamlarda ¢imlendirilmistir.

2.3. Bityiime Ortamlan ve Kiiltiir Kosullar

Denemelerde Murashige ve Skoog (MS) besin ortami kullanilmustir. Bu ortamlar icerisine %3
sakkaroz ilave edilmis ve % 0.8 agar (Sigma) ile katilagtirilmistir. Ortam hazirlandiginda ¢ift distile
saf su kullanilmis olup, besin ortaminin pH’s1 1N NaOH ve IN HCI kullanilarak 5.8’¢ ayarlanmustur.

2.4. Bitki BayUime Duzenleyicileri

Calisgmada kullanilan bitki blylime diizenleyicileri (BBD) Merck ve Sigma sirketlerinden temin
edilmistir. BBD'ler uygun cozuculerde ¢ozdirildukten sonra istenilen miktarda ve oranda stok
soliisyonlari hazirlanmustir. Hazirlanan BBD stok soliisyonlari 4 °C’de saklannustir.

2.5. In Vitro’dan Elde Edilen Soya Fidelerinden Eksplant izolasyonu

In vitro ortamda steril olarak yetistirilen 7-15 gunliik soya fidelerinden gévde ucu, bogum, hipokotil,
kok ve petiyol eksplantlar1 1 cm uzunlugunda kesilerek rejenerasyon ortamina aktarilmistir. 90x15mm
steril petri kutularinda MS ortaminda uygun BBD konsantrasyonlar1 eklenerek 16/8 h 1sik/karanlik
fotoperyodun da beyaz floresans igiklandirmasinda iklim dolabinda (Fitotron, Sanyo, Gellenkamp
PLC, UK) 25+2 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Doku kiiltiirii ile ilgili biitiin calismalar steril hava
akisli kabin (laminar flow) icerisinde yapilmustir.

2.6. Rejenere Olan Soya Surgunlerinin Kdklendirilmesi

Rejenere olan sdrglnler 7-9 cm uzunluguna geldikten sonra steril cam kavanozlar iginde farkli
konsantrasyonlarda IBA ve NAA iceren koklendirme ortamina aktarilmistir. Burada koklenen
stirglinler saksilara aktarildiktan sonra iklim dolabinda ¢evre sartlarina uyumu saglanmistir.

3. Bulgular

Bu caligmada soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill) bitkisinin Agrova SA88 ¢esidi in vitro ortamda
gelistirilmis. 7-15 gilnluk fidelerden alinan gévde ucu, bogum, yaprak, hipokotil, kotiledon, kok ve
petiyol eksplant kaynagi olarak kullanmilmustir. Bu eksplantlar degisik konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlarda KN, t-Z igeren MS besin ortaminda kiltiire alinmistir. Uygulanan BBD’nin
eksplantlar tzerinde etkilerine bakildiginda Tablo 1’deki sonuglar gozlenmistir.

Tablol: Farkli t-Zeatin ve Kinetin konsantrasyonlarinin eksplantlarda adventif siirgiin gelisimi tizerine etkileri

(mg/L)

BBD (mg/L) Petiyol Yaprak Kotiledon Bogum Govde ucu Hipokaotil
2t-Z 1+ 0.70 C - 2.75+1.71 - -
41-Z C - C C C -
3KN - C 1.75£1.71 K 2.9+220K 2.67+0.57 1.5+1.29 K

C+K
5 KN C - C 1.75+0.96 C - -
6 KN C - - 1+0.82 C 0.75£0.5C C

* Sayilar bir eksplanttan tretilen tomurcuk sayisini ve en az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapmay: ifade
etmektedir.

C: Kallus K: Kéklenme BBD: Bitki blyiime diizenleyicileri
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Sekil 1. 3 mg/l KN ortaminda kotiledon eksplantinin kdklenmesi

Gelisim gozlenmis olan cksplantlar gelisimlerini devam ettirebilmeleri ig¢in farkli BBD
konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda alt kiiltiire alinmustir.

In vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunun saglandigi besin ortamlarinda her zaman
koklenmeyi saglamak miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle siirgiinlerin koklenmeyi tesvik edici
BBD’nin bulundugu ortamlara transfer edilmesi gerekmektedir. Koklenmeyi tesvik edici olarak
IBA’nin 1mg/l ve 2mg/l konsantrasyonlari kullanilmustir[9]. Kullanilan her iki ortamda da birbirine
yakin sonuclar elde edilmisti. NAA’nin sadece 2mg/l konsantrasyonu kullanilmis ve bu
konsantrasyondaki siirglinlerde kisa, kalin ve her siirgiinde 5’den fazla kdk uzamasmin oldugu
gozlenmigtir. NAA ortamina goére IBA ortaminda gelisen koklerin yapist daha ince ve az sayidadir.

Sekil 2. Adventif siirgiinlerden kok gelisimi

Caligma sonrasinda koklenen fideler BBD icermeyen MS ortamina aktarilarak fidelerin belirli bir
bliyiikliige gelmeleri saglanmustir (Sekil 3). Belirli bir biiyiikliige ulasan fideler 3:1 oraninda
toprak:kum igeren saksilara dikilerek ortama uyumlari gergeklestirilmistir.

166



O. Efendioglu, M. Tiirker, F.A. Ozdemir / BEU Fen Bilimleri Dergisi 2(2), 163-168, 2013

g

MS ortaminda rejenerasyonu
4. Tartisma

Insanlarin beslenmesi yoniinden &nem tastyan bitkilerin, verimini, hastalik ve zararhlara karsi
direnclerini arttirmak amaci ile gergeklestirilen klasik 1slah metotlarmin yani sira giiniimiizde doku
kaltard ve biyoteknoloji sayesinde her yonu ile istenen 6zelliklere sahip bitki tdrlerinin Gretimi ¢cok
daha kisa siirelerde ve kontrollii kosullarda elde edilerek bu bitkilerin doga kosullarina uygun hale
getirilmesi mimkundir. Bugine kadar in vitro sartlar altinda yapilan c¢aligmalar sirasinda soya
fasulyesi bitkisinin ¢ok farkli gesitleri kullanilarak bunlarin rejenerasyon kapasiteleri, somatik
embriyogenez, organogenez gibi alanlarda denemeler gergeklestirilmistir. Klonal iiretime yonelik soya
fasulyesi ile ¢aligmalar fazla olmadig i¢in bu ¢alismamizda soya fasulyesi (Glycine max L. Merrill)
bitkisinin Agrova SA88 c¢esidinin doku kiiltiiri ortaminda farkli BBD konsantrasyon Ve
kombinasyonlar1 ile govde ucu, bogum, hipokotil, kotiledon, yaprak, petiyol ve kok eksplantlari
kullanilarak adventif siirgiin rejenerasyonu ve bu adventif siirgtinlerin koklendirilmesi Uzerine
denemeler yapilmistir.

In vitro sartlarda yetistirilen fidelere ait gévde ucu, bogum, hipokotil, kotiledon, yaprak,
petiyol ve kok eksplantlar1 bitki biliylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar ve
kombinasyonlar1 seklinde desteklenen besi ortamlarinda inkiibe edilmistir. Bu ortamlar vasitasi ile
adventif siirgin olusturma potansiyelleri arttirilmisti. En verimli ortam ve eksplant hakkinda bir
genelleme yapilmasi gerekirse su sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. 3 mg/l KN destekli MS hemen hemen
butlin eksplantlar igin klonal iiretim bakimindan en verimli ortamdir. Kinetin sentetik bir sitokinin
tlrevi olup sitokininlerin genel etkileri olan siirgiin gelisimini tesvik etmesi beklenen bir sonugtur [10].
Petiyol, yaprak ve kok eksplantlar siirgiin ve kok gelisiminde olumsuz sonuglar vermislerdir. Petiyol
ve yaprak eksplantinda kismen kallus gozlense de kok eksplantinda hicbir gelisme gozlenmemistir.
Ozellikle bogum ve gévde ucu eksplanti ¢ok iyi adventif siirgiin olusturmustur. Her ne kadar bitkisel
hormonlar farklilasmig boliinme yetenegini kaybetmis hiicrelere yeniden boliinme 6zelligi kazandirsa
da meristematik hiicreler icermesi bakimindan gdvde ucu, siirgiin ve kok gelisiminde en verimli
eksplant olarak rapor edilmistir [11]. BBD konsantrasyonlar: ve kombinasyonlari, fiziksel sartlar ve
bitkilerin genotipinin yaninda eksplantlarin hasat edilip ana bitkiden iligkisinin kesilmesi ve Kulttr
ortamina alimmas1 esnasinda igerdikleri endojen BBD lerin metabolizmadaki gorevleri géz oniinde
bulunduruldugunda o6zellikle sitokininlerin, kismen oksinlerin ve bu iki biiylime diizenleyicisinin
etkilesimlerinin adventif siirgiin olusumu tizerine en etkili maddeler olduklar1 goriilmektedir [12].

Uygulamalarimizda kinetin ile yapilan caligmalardan olumlu sonuglar elde edilmistir.
Kinetinin de yine farkli konsantrasyonlar1 kullanilmig ve elde edilen sonuglara gére en verimli ortamin
3 mg/l KN destekli MS oldugu tespit edilmistir. Bunu 2 mg/l KN konsantrasyonu takip etmistir. 4 mg/I
KN, 5 mg/l KN, 6mg/l KN ile yapilan ¢aligmalarda verimin konsantrasyon artisina paralel olarak
distiigli ve ¢cogunlukla kallus olustugu gozlenmistir. 2 mg/l KN ve 3 mg/l KN ortamlarinda adventif
kok gelisimi ve kallus olusumu go6zlenmistir. KN konsantrasyonu arttikga adventif siirgiin
patlamasinin azalmasi genotip veya dolayli olarak KN nin siirgiin olusumu siirecindeki buylmeyi
baskilayan diger hormonlarla antagonist etkilesimini akla getirmektedir [13].
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t-Z ile yapilan c¢alismalarda ¢ok fazla verim elde edilememistir. t-Z nin en verimli
konsantrasyonu 2mg/l dir. 4 mg/l t-Z ortamindaki bitiin ekplantlarda kallus gbzlenmistir. t-Z nin
bitlin konsantrasyonlarinda yogun bir sekilde kallus olusmustur. t-Z tabi bir sitokinindir ve
sitokininlerin genel etkileri bu ¢alismada t-Z Uzerinde gozlenmistir. Ylksek konsantrasyonlu t-Z daha
cok oksinler gibi davranarak kallus olusumunu tesvik etmistir. Zaten t-Z’nin adventif surgin
olusumundan ziyade kallus ve indirekt somatik embriyo gelisimini tesvik etti§i bazi ¢alismalarda
bildirilmistir [14].

Elde edilen eksplantlarin koklendirilmesi i¢in hazirlanan IBA 11 ortamlarin adventif slrgin
olusumunu tesvik ettiginin goézlenmesi ilizerine baslangicta IBA nin farkli konsantrasyonlarini igeren
ortamlar hazirlanarak eksplantlar bu ortamlarda inklbe edilmistir. Fakat daha sonraki ¢alismalarda
koklendirmede 2 mg/l NAA konsantrasyonunun ¢ok iyi sonug verdigi gézlenmistir. NAA nin sadece
2mg/1 konsantrasyonu ile ¢alismalara devam edilmistir. Oksinlerin koklenmeyi tesvik ettigi bilinen bir
gercektir [13]. Ancak bu ¢alismada oksin tek basina koklendirmede basarili olmustur. Bu ortamda
gelisen soya fasulyesi fideleri saksilara transfer edilmistir. iklimlendirme dolabinda belli bir
biiyiikliige getirilerek daha sonra bitkinin normal sartlara adaptasyonu saglanmustir. Bu bitkiler
cigeklenme asamasina kadar biyiitiilmiistiir.
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