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Yonca (Medicago sativa L.)’da Somatik Embriyogenesis Araciligiyla
Bitki Rejenerasyonu
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Oz: Diinya’'da en cok yetistirilen yem bitkisi olan yonca, genis adaptasyon yetenegine sahip, ciftlik hayvanlari igin
lezzetli, beslenme ve sindirme degeri yiksek ot Greten 6nemli bir bitkidir. Bu arastirmada yoncanin ylksek rejenerasyon
yetenegine sahip “verco” gesidinde eksplantlarin ve uygulanan farkl protokollerin somatik embriyogenesise etkisi
arastinimistir. Bes farkli eksplant (hipokotil, kotileden, gbvde, yaprak ve yaprak sapi) iki farkli protokol uygulanarak
kiltire alinmistir. Eksplant kaynagi ile uygulanan protokoller arasinda anlami farkliligin bulundugu tespit edilmigtir. I.
protokolde eksplantlar ilk olarak 1 mg/l adenin, 1 mg/l 2,4-D, 0.2 mg/l kinetin iceren B5h besin ortaminda kiiltlre
alinmistir. Bu ortamda gelisen kalluslar 21 giin sonra énce 11 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l kinetin iceren SH besin ortamina,
daha sonra da Boi2y besin ortamina alinmistir. Gelisen embriyo topluluklari MSO besin ortaminda alt kultire alinarak
bitkicik gelisimi gdzlenmistir. Bu denemede en fazla eksplant basina somatik embriyo 78 adet ile hipokotil eksplantindan
elde edilmigtir. 1. protokolde ise, ilk olarak 4 mg/l 2,4-D igeren B5h besin ortaminda kiltire alinan eksplantlar 8 hafta
sonra hormonsuz B5h besin ortamina aktariimisti. MSO besin ortaminda alt kultire alinan ambriyolar bitkiye
donlismaustir. Bu denemede ise en fazla eksplant basina somatik embriyo yaprak eksplantindan (94 adet) elde
edilmigtir.
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Plant Regeneration Through Somatic Embryogenesis in Alfalfa
(Medicago sativa L.)

Abstract: Alfalfa is one of the world’s most productive forage crops and has wide adaptation because of highly
nutritious fodder for farm animals. Regeneration capacity of various explants of cv. verco using various protocols was
studied to evaluate their effects. Five explants (hypocotyl, cotyledon, stem, leaf and petiole) were cultured to evaulate
two protocols. An interaction was observed between the source of explants and applied protocols. The explant were
cultured on Bsh medium containing 1 mg/I adenine, 1 mg/l 2,4-D and 0.2 mg/l kinetin in the first protocol. After 21 days
the regenerating calli were first subcultured in SH medium containing 11 mg/l 2,4-D and 2 mg/l kinetin. Subsequently
they were transferred to Boi2y medium. Developing embryonic culusters were transferred to MSO medium for recovery.
The highest number of 78 somatic embryos were obtained from hypocotly. In the 2nd protocol, the explants were
cultured in B5h medium containing 4 mg/l 2,4-D for 8 weeks initially and then moved to plant growth regulator free B5h
medium. The plants were recovered from embryos in MSO medium. The highest number of 94 embryos were obtained
from leaf explants.
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Girig

Yonca, genis adaptasyon yetenegine sahip, ciftlik
hayvanlari icin ¢ok lezzetli, besleme ve sindiriime degeri
yuksek ot ureten bir yem bitkisidir. Ayrica baklagiller
icerisinde in vitro rejenerasyon kabiliyeti nedeniyle doku
kultara ve genetik mihendisligi ¢calismalarinda model bitki
olarak kullanilmasina karsin, rejenerasyon kabiliyeti
genotipler arasinda énemli farkliliklar gosterebilmektedir.

Doku kulturiyle bitki rejenerasyonu iki sekilde
yapiimaktadir.  Birincisi; hucre veya  dokulardan
degdisimlere neden olacak uygulamalarla strgin taslaklari
olusturmak, ikincisi ise somatik embriyogenesistir. Bu
embriyolar somatik embriyo olarak adlandirilir ve zigotik
embriyolar gibi gelisim gosterirler. Aralarindaki asil farklilik
elde edilis yontemlerinden kaynaklanmaktadir. Zigotik
embriyolar dollenmis zigottan gelistikleri igin elde edilen
bitkiler acilim gdsterirken somatik embriyolardan elde
edilen bitkiler genetik olarak klon olusturmaktadir.

" MEB Yenimahalle iige Milli Egitim Mudiirligi-Ankara

Somatik embriyogenesisin basarisini etkileyen birgok
faktér bulunmaktadir. Bunlar genotip, besin ortaminin
icerigi ve eksplant kaynagi olarak sayilabilir. Somatik
embriyogenesis icin degisik bitki kisimlari kullaniimakla
birlikte, 6zellikle olgunlasmamis zigotik embriyolar énemli
bir kaynagi olusturmaktadir. GUnku zigotik embriyolarin
embriyonik gelisme igin gerekli olan genleri aktif hale
getirdiklerine  inanilmaktadir. Bununla birlikte cicek
kisimlari, anterler, polen ve endosperm dokularinin
somatik embriyogenesis i¢in iyi bir baslangi¢ oldugu
bildirilmistir (Sharp ve ark. 1982, Pierik 1987).

Yonca ile yapillan somatik embriyogenesis
calismalarinda ise hipokotil, kotiledon, yaprak sapi,
yaprak, govde eksplantlarin kullanildigi ve basarili
sonuglarin  alindi§i  gesitli  arastiricilar  tarafindan

bildirilmigtir (Lupotto 1983, Chen ve Marowitch 1987,
Suginobu ve ark. 1991, Moursy ve ark. 1995). Bu
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arastirmada ise rejenerasyon kabiliyeti ylksek bir gesit
olan verco cesidine ait 5 farkl eksplantin ve uygulanan iki
farkli protokoliin somatik embriyo olusumuna etkisi
arastinimistir.

Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan verco gesidine ait tohumlar
A.U. Tarla Bitkileri Balimi 6gretim Gyesi Prof. Dr. Suzan
Altinok’dan saglanmistir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu
%70'lik ticari gamasir suyunda (Axion) 30 dakika manyetik
karistiricida cevrilerek yapiimistir. Yizey
sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez
5'er dakika durulama islemine tabi tutulmustur. Steril
edilen tohumlar MSO besin ortami igeren steril
magentalarda 24 °C’de 16 saat Isik ve 8 saat karanlk
fotoperiyotta ¢imlendirmeye alinmiglardir. Burada gelisen
15-20 glnlik fidelerden alinan farkl eksplantlar (yaprak,
yaprak sapi, goévde, kotiledon ve hipokotil) somatik
embriyo gelisimi igin iki farkli protokolde kiiltire alinmistir
(Cizelge 1). I. Protokol Brown ve ark. (1984) tarafindan
geligtirilmistir.

Besin ortaminin hazirhinda ¢ift distile saf su
kullaniimis ve besin ortaminin pH'1 1 N NaOH ya da 1 N
HCI kullanilarak 5,8 e ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer
basing altinda 121 °C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon
islemi ¥apllm|§t|r. Tum kulttrler beyaz floresan 1si1g1 (35 p
Em?s ) alinda 16 saat 1slk ve 8 saat karanlk
fotoperiyodunda 24 °C sicaklikta tutulmustur. Embriyo
sayimlan kltir baglangicindan 12 hafta sonra yapilirken,
gelisen bitkiciklerin sayimi ise 18 hafta sonra yapilmistir.

Denemeler her birinin icerisinde 10 adet eksplantin
bulundugu 100 x 10 mm’lik petri kutularinda 3 tekerrurli
olarak yapilmistir. Elde edilen veriler bilgisayarda “SPSS
for Windows” programi ile tesaduf parsellerinde bolinmis
parseller deneme desenine gore analiz edilmistir. Duncan
testi ile karsilastinimistir. Yuzde degerleri istatistik analiz
yapllmadan o&nce “arcsin transformasyon” wuna tabi
tutulmustur (Snedecor ve Cochran 1967).

Bulgular ve Tartisma

Yiksek oranda somatik embriyo gelisimi igin Verco
cesidine ait eksplantlara iki farkli protokol uygulanmistir.

|. Protokolde embriyogenik kallus olusturma ortamina
alinan eksplantlar bu ortamda 3 hafta sire ile kiltire

Cizelge 1. Uygulanan doku kulttru protokolleri
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alinmis. Geligsen kalluslarin genellikle gevsek dokulu ve
seffaf olduklari gézlenmistir. Bununla birlikte siki yapili
morfogenik yesil kalluslarin da olustugu goérilmistar.
Kalluslar daha sonra embiyo olusumunu tesvik etmek
amaclyla yilksek oranda 2,4-D (11 mg/l) igeren ortama
alinmislardir. 2-3 hafta sonra kalluslarin Gizerinde embriyo
olusumlari goézlenmis ve 3. haftanin sonunda bu tip
kalluslar embriyo gelisimi ortamina aktarilmistir (Sekil 1a).
Burada gelisen embriyolar 4-6 haftalik olunca MSO
ortaminda kultire alinmigtir. Kiltlr baglangicindan 7-8 ay
sonra bitkicik gelisimi gézlenmistir (Sekil 1e).

Il. protokolde ise eksplantlar 8 hafta sure ile
embriyonik kallus gelisimi ortaminda kiltire alinmigtir.
Diger denemede oldugu gibi bu denemede de kalluslarin
genellikle gevsek dokulu ve seffaf olduklari goézlenmistir
(Sekil 1b). Kalluslar Uzerinde embriyo olusumlari 4.
haftanin basinda goértlmustir. I. Protokole gére daha
erken bir gelisme oldugu saptanmistir. 8. haftanin
sonunda hormonsuz B5h ortamina aktarilan embriyolu
kalluslar 6-8 hafta sonra MSO ortamina alinmistir (Sekil
1c ve d) . Bitkicik gelisimi ise yaklagik 5 ay sonra olmustur.
Gelisen bitkiciklerin morfolojik olarak normal olduklari
g6zlenmis ve saksilara aktariimistir (Sekil 1f).

Embriyo olusumu, gelisimi ve embriyolarin bitkicik
haline gelmeleri asamalarinin Il. Protokolde daha kisa
sturede gerceklestigi goézlenmistir. Yapilan varyans
analizleri sonucunda embriyo olusturan eksplant
ylzdesine, eksplant basina embriyo ve bitkicik sayisina
eksplantlarin etkisi 0,01 diizeyinde énemli bulunmustur.
Protokol x eksplantlarin etkisi ise embriyo olusturan
eksplant ylzdesi ve eksplant basina slrgin sayisinda
0,05 dizeyinde o6nemli iken eksplant basina embriyo
sayisinda 0,01 duzeyinde 6nemli olmustur. Cizelge 2'de
eksplantlarin ve protokollerin embriyo olusturan eksplant
yuzdesi, eksplant basina embriyo ve bitkicik sayisina
etkisine ait Duncan testi sonuglari verilmistir.

Embriyo olusturan eksplant ylzdesi bakimindan I.
protokolde en yiksek oran hipokotil (%27) ve yaprak
(%23) eksplantlarindan elde edilmigtir. Kotiledon (%20 ) ve
gévde (%17) eksplantlarindan da ayni dizeyde sonuglar
alinmgtir. Il. protokolde ise yaprak (%33) ve yaprak sapi
(%23) eksplantlarindan en yiksek sonuglar alinirken
hipokotil  (%20) eksplantinin  da ayni  dizeyde
embriyogenik kallus olusturdugu saptanmistir. Eksplant
ortalamalari bakiminda en ylksek orani %28 ile yaprak
eksplantindan elde edilmistir. 1. protokolde embriyogenik
kallus yuzdesi ( %19 ) Il. protokole (%18) gbre daha
yuksek olmustur (Cizelge 2).

Uygulama: 1. protokol 1. protokol
Embriyogenik B5h* +1 mg/l adenin + 1 mg/l B5h + 4 mg/l 2,4-D +
Kallus Olusturma 2,4-D + 0.2 mg/l kinetin 1 mg/l kinetin
Ortami (21 giin) (8 hafta)
Embriyo Olusturma SH** +11mg/l 24-D + -
Ortami 2 mg/l kinetin
(21 guin)
Embriyo Gelistirme Blaydes + 100 mg/l myoinositol + B5hO
Ortami 2 gr/l yeast ekstrak (Boi2y)* (6-8 hafta)
(4-6 hafta)
Bitkicik Geligtirme MSO MSO
Ortami

* Atanassov ve Brown (1984) **Schenk ve Hildebrant (1972)
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Sekil 1. Yoncada yaprak eksplantindan somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu.
a) |. Protokolde yaprak eksplantindan elde edilen kalluslar tizerinde gelisen somatik embriyolar (bar=1mm),
b) II. Protokolde yaprak eksplantindan elde edilen kalluslar (bar=11mm)

c,d) Il. Protokolde kalluslar tizerinde gelisen somatik embriyo ve bitkicik gelisimi (bar=8mm)

e,f) somatik embriyolardan elde edilen bitkiler ve bitkilerin dis kosullara alistiriimasi (bar=9mm, 20mm)
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Cizelge 2. Verco gesidine ait farkl eksplant ve protokollerin embriyo olusturan eksplant ylizdesi, eksplant basina embriyo ve bitkicik
sayisina etkisi

Embriyo olusturan

Eksplant basina

Eksplant bagina
bitkicik sayisi’

Eksplantlar eksplant yiizdesi embriyo sayisi’
(%) (adet) (adet)
Protokol | Protokol Il Eks. Ort. | Protokol | Protokolll Eks. Ort. | Protokol | Protokol Il Eks. Ort.
Yaprak 23 a 33a 28 60 ab 94 a 77 15 ab 35a 25
Yaprak sapi 10b 23 a 17 6¢c 80 ab 43 Ob 31 ab 16
Govde 17 ab 10 be 14 30 bc 11d 21 9ab 6¢c 8
Kotiledon 20 ab 7c 14 11c 31cd 21 5ab 17 bc 11
Hipokotil 27 a 20 ab 24 78 a 55 bc 67 17 a 30 ab 24
Ortalama 19 18 37 54 9 24

Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.
'Embriyo olusturan eksplant basina embriyo veya bitkicik sayisi
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I. protokolde eksplant basina en fazla embriyo
olusumu 78 adet ile hipokotil eksplantindan elde edilirken
yaprak eksplantt da ayni diizeyde (60 adet) embriyo
olusturmustur. Il. protokolde ise yaprak eksplanti 94 adet
ile en yuksek sonucu vermigtir. Yaprak sapi eksplantindan
da 80 adet embriyo ile ayni diizeyde sonug elde edilmistir.
Her iki protokolden elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde en fazla embriyo olusturan eksplant
yaprak eksplanti olmustur (77 adet). Protkollerin
ortalamasina bakildiginda eksplant basina 54 adet
embriyo |l. protokolden, 37 adet embriyo |. protokoden
elde edilmigtir (Cizelge 2).

Embriyolardan meydana gelen bitkicik sayilari
degerlendirildiginde ise 1. protokolde yine hipokotil
eksplantindan (17 adet) en iyi sonu¢ alinmistir. Fakat
yaprak (15 adet), gévde (9 adet) ve kotiledon (5 adet)
eksplantlarindan alinan sonuglar da hipokotil eksplanti ile
ayni gruba girmistir. Yaprak sapi eksplantlarindan elde
edilen az sayidaki embriyolarda bitkicik gelisimi
g6zlenmemistir. Il. protokolde ise yaprak eksplanti (35
adet) en iyi sonucu verirken govde ve hipokotil eksplantlari
da sirasiyla 31 ve 30 adet bitkicik sayisi ile ayni grupta yer
almiglardir. Eksplant ortalamalarinda yaprak (25 adet) ve
hipokotil (24 adet) eksplantlari diger eksplantlara goére
daha yuksek sonug vermistir. Protokollere ait sonuglara
bakildiginda |. protokolde ortalama 9 adet bitkicik elde
edilmigtir. Il. protokolde ise bitkicik sayisinin ortalamasi
24 adet ile daha fazla oldugu goérilmustir (Cizelge 2).

Somatik  embriyogenesis  bitki doku  kiltlru
calismalarinda adventif sirglin rejenerasyonu yani sira
yapay tohum dUretimi igin de 6nemlidir. Rejenerasyonun
biyik oranda genotipe bagl oldugu (Sorenses ve ark.,
1989; Reisch ve Bingham, 1980) bilinmekle birlikte,
kullanilan protokoller ve eksplant segimi embriyo
olusumunda etkili olmaktadir. Nitekim, Brown ve ark.
(1984) vyaptiklari calismalarda kullandiklari protokoliin
yuksek rejenerasyon yetenegine sahip kiltirler igin en iyi
sonucu veren yontem oldugunu belirtmiglerdir. Meijer ve
Brown, (1985) diploid yonca ekotipleri ile Brown ve
arkadaslarinin gelistirdikleri  protokoli de kullanarak iki
fakli protokolde somatik embriyogenesis c¢alismasi
yapmiglardir. Sonug olarak iki protokol arasinda anlamli
farklilik bulunmamasina ragmen kendilerinin gelistirdikleri
protokolden daha iyi sonuglar aldiklarini bildirmiglerdir. Bu
calismada da kullanilan. . protokol Brown ve
arkadaslarinin gelistirdikleri protokoldur. 1. protokolden |I.
protokole goére daha yiksek oranda embriyo elde
edilmigtir. Kullanilan protokollerin embriyo olusumunda
etkili oldugunu farkli arastiricilar tarafindan da bildirilmistir
(Moursy ve ark.,1995; Hammad ve ark.,1993; McKenzie
ve Walton, 1985).

Yapilan denemelerde eksplant kaynagi ile uygulanan
yéntem arasinda anlamh farkhhdin bulundugu tespit
edilmistir. 1. protokolde en iyi eksplant hipokotil eksplanti
iken Il. protokolde yaprak eksplanti en iyi sonuglari
vermistir. Suginobu ve ark. (1991)da  somatik embriyo
olusumunda ortam ve eksplalnt arasindaki etkilesimin
o6nemli oldugunu bildirmislerdir. Yine farkh protokollerin
uygulandidi calismalarda Scarpa ve ark. (1993) eksplant
kaynaginin etkili oldugunu ve en iyi sonucu hipokotil
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eksplantindan, Okumura ve ark. (1993) eksplantlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar olmasa da
en iyi sonucu govde eksplantindan elde ettiklerini
bildirmiglerdir.

Somatik embriyo olusumunda genotip yaninda
eksplant kaynagi, kullanilan buyumeyi dizenleyiciler,
besin ortamlari ve uygulanan protokoller gibi birgok faktor
etkili olmaktadir. Bu nedenle rejenerasyon yetenegi
yuksek genotipler lzerinde galismalarin ¢ok yonli olarak
ele alinmasi ve Ozelliklerin belirlenmesi buiyik yarar
saglayacaktir. Bu c¢alismada da eksplant kaynaginin ve
uygulanan protokollerin verco c¢esidinde somatik embriyo
olusumuna etkisi belirlenerek, ylksek oranda Dbitki
rejenerasyonu saglanmistir. Elde edilen bu sonuglar
rejenerasyon yetenegi disuk olan diger cesitlere de
uygulanabilecegi gibi gen aktarimi ve sentetik tohum
Uretimi ¢alismalarinda da kullanilabilecektir.
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