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ENDEMIK GEVEN (Astragalus polemoniacus Bunge) BITKISININ YAPRAK SAPI VE YAPRAK
EKSPLANTLARINDAN YUKSEK ORANDA ADVENTIF SURGUN REJENERASYONU

Semra MIRICI
Kirikkale Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii-Kirikkale
OZET

Endemik Astragalus polemoniacus Bunge’un yaprak sapi ve yaprak eksplantlart kullanilarak yiiksek oranda adventif
siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Murashige and Skoog (MS) temel besin ortamina 6-benzilaminopurin (BAP), o—
naftalenasetik asit (NAA) ve thidiazuron (TDZ) gibi bitki biiytime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlari ilave edilmistir.
En yiiksek adventif siirgiin rejenerasyon orant (%100) ve eksplant basina siirgiin sayisi (14.3 adet) yaprak sapi
eksplantindan 4 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. In vitro da gelisen siirgiinler biiyiime
diizenleyicisi icermeyen veya NAA (0.5, 1 ve 2 mg/l) igeren ortamlarda kéklenmeye alinmistir. En iyi koklenme 2 mg/l NAA
iceren veya biiyiime diizenleyicisi icermeyen ortamdan elde edilmistir. Koklenen fideler torf bulunan ve iizeri plastik torba
ile kapatilan saksilarda dis kosullara alistirilmistir. Koklenen fidelerin kék uglarinda yapilan kromozom sayimlarinda
2n=16 normal kromozom sayisi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus polemoniacus Bunge , organogenesis, yaprak sapi, yaprak.

HIGH FREQUENCY ADVENTITIOUS SHOOT REGENERATION FROM PETIOLE AND LEAF EXPLANTS OF
ENDEMIC Astragalus polemoniacus Bunge

ABSTRACT

High frequency adventitious shoot regeneration was obtained by using petioles and leaves of endemic Astragalus po-
lemoniacus Bunge. Various concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP), o—naphthaleneacetic acid (NAA) and thidiazuron
(TDZ) were added to Murashige and Skoog (MS) medium. The highest frequency of adventitious shoot regeneration (100%)
and the highest number of adventitious shoots per explant were obtained from petiole explants on a medium containing 4
mg/l BAP and 0.1 mg/l NAA. The shoots developed in vitro were transferred to hormone-free medium or media supple-
mented with 0.5, 1 and 2 mg/l NAA for rooting. The best root formation was observed in hormone-free or 2 mg/l NAA con-
taining media. The rooted plantlets were acclimatized in pots covered with plastic bags. Normal chromosome number

(2n=16) was noted in the root tips of the plantlets.
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GIRiS

Yurdumuzda en ¢ok taksona sahip olmasi ile 6-
nemli bir cins olan Astragalus (geven)’a ait 390’1n
iizerinde tiirtin 200’den fazlas1 endemiktir. Astragalus
cinsine ait dikensiz tiirlerin hayvan yemi, siis bitkisi
ve erozyon Onleyici Ozellikleri vardir. Astragalus
polemoniacus (2n=16) dar yayilish, endemik, diken-
siz, ¢ok yillik ve ait oldugu seksiyonun tek tiirii olma-
siyla da dikkat ¢ekici bir tiirdiir. Ayrica, Tirkiye Bit-
kileri Kirmizi Kitabi’na gore bu tir DD (Data
Deficient= Veri Yetersiz) grubunda olup, tiiriin yay1-
list ve riskleri hakkinda yeterli bilgi olmadigi bildi-
rilmektedir (Ekim ve ark. 2000).

Somaklonal varyasyonlarin olusturulmasi, in
vitro da mutantlarin se¢imi, somatik hibridizasyon,
hizli gogaltim, germplazm muhafazasi ve gen aktarimi
gibi genetik manipulasyonlarda basar1 saglanmasi
oncelikle doku kiiltiirii teknikleri ile basarili bir bitki
rejenerasyon sisteminin  gelistirilmesine baglhdir.
Daha 6nceki ¢alismalarda A. cicer, A. melilotoides, A.
adsurgens gibi tiirlerde somatik embriyogenesis ve
organogenesis yoluyla siirgiin rejenerasyonu elde
edilmistir (Lou ve Jia 1998a, Uranbey ve ark. 2003,
Hou ve Jia 2004). Ancak, A. polemoniacus tiri ile
ilgili daha 6nce doku kiiltiirii ve kromozom ¢alismasi
yaptlmamistir.  Bu  ¢aligmada ilk defa 4.
polemoniacus’un  yaprak  sapt  ve  yaprak
eksplantlarinda farkli biiylime diizenleyicileri kullana-
rak yiiksek oranda adventif siirgiin rejenerasyonu
tanimlanmistir. Ayrica, kromozom sayist da (2n=16)
olarak belirlemistir.

MATERYAL VE METOD

Arastirmada materyal olarak, (B4) Kirikkale
Cerikli, Tatlicak-Melamkar Kd&yleri arasi, 700 m’den
(39° 47.352 N, 033° 59.902 E) Mayis ayinda E.
Hamzaoglu tarafindan (2838) toplanan Astragalus
polemoniacus un tohumlar1 kullanilmistir.

Tohumlar, yiizey sterilizasyonu i¢in %50’lik ¢a-
magsir suyunda (ACE) 20 dakika tutulmus ve daha
sonra steril saf su ile 3 kez durulanmigtir. Sert tohum-
luluk 6zelliginden dolay:r ¢imlenmeyi saglamak igin
tohum kabuklar1 steril ortamda bistiiri ile ¢izilmistir.
Cizimden sonra tohumlar MS (Murashige ve Skoog
1962) besin ortami igeren petri kutularma (100x10)
yerlestirilmistir. Cimlenen fideler MS besin ortamin-
da, koltukalti meristem igeren pargalarindan ¢ogaltil-
mistir. Boylece, sinirli sayidaki tohumdan ¢ok sayida
steril fide elde edilmistir. Rejenerasyon ¢aligmalarin-
da 3-4 cm biiyiikliige ulagan fidelerden alinan 0,5
cm’lik yaprak sap1 ve yaprak eksplantlar1 kullanilmis-
tir. Calismada, 6-benzilaminopurin (BAP) (0.5, 1.0,
2.0 ve 4.0 mg/l), o—naftalenasetik asit (NAA) (0.1 ve
0.5 mg/l) ve thidiazuron (TDZ) (0.1, 0.2 ve 0.4mg/1)
gibi bilylime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonla-
1 denenmistir (Tablo 1). Rejenere olan siirgiinler 1-2
cm uzunluguna geldiklerinde kesilerek farkli oranlar-
da NAA igeren veya biiyliime diizenleyicisi igermeyen
MS ortaminda kdklenmeye alinmistir. Koklenen fide-
ler 4 hafta sonra torf bulunan ve iizeri plastik torba ile
kapatilan saksilara aktarilmistir.
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Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri
(Murashige ve Skoog 1962) ile %3 sukroz iceren ve
%38’lik agar ile katilagtirilan temel besin ortami kulla-
nilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1N NaOH ya da IN
HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2 at-
mosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dakika otoklav-
da tutularak steril edilmistir. Tim kiltiirler beyaz
floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik
fotoperiyotta 24 °C’de kiiltiire almmustir.

Rejenere olan siirgiinlerin kromozom sayilarini
belirlemek amaciyla 1-2 cm uzunlugundaki kokler bir
pens yardimiyla kesilmistir. Kesilen kok parcalari ilk
once kromozomlarin kisalmas: ve diizelmesi i¢in a-
bromonaftalin doymus eriginde 2 saat siireyle, +4 T
bekletmis, daha sonra hiicrenin sabitlenmesi i¢in kdk
uclart bu ¢ozeltiden ¢ikartilip, 30 dakika glasial ase-
tik asit igerisinde bekletilmistir. Tespit isleminden
sonra ornekler %70’lik alkolde +4 C’de saklanmustir.
Daha sonra %70’lik alkol i¢inde depolanan kok uglari
iicer defa beser dakika damitik su ile yikanarak 60
C’de 1 N HCI i¢inde 13 dakika siireyle hidroliz e-
dilmistir. Feulgen ile boyanip ezme preperat metodu-
na gore hazirlanan preparatlarda Olympus BH2 aras-
tirma mikroskobu ile mitoz déneminde kromozom
sayimlar1 yapilmistir (Aytag 1997).

Rejenerasyon g¢aligmalarinda denemeler 3 teker-
rirlii olarak kurulmus olup, her tekerriirde de 10
eksplant kiiltiire alinmigtir. Kiiltlir baslangicindan 8
hafta sonra rejenere olan siirgiinlerin sayimlari yapil-
migstir. Elde edilen veriler ‘SPSS for Windows’ prog-
rami ile tesadiif parselleri deneme desenine gore ana-
liz edilmistir. K6klendirme calismalar1 ise tesadiif
parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Muamele ortalamalar1 MSTAT-C bilgi-
sayar programi kullanilarak Duncan testi ile karsilasti-
rilmigtir. Yiizde degerleri istatistik analiz yapilmadan
Once “arcsin transformasyon”una tabi tutulmustur
(Snedecor ve Cochran 1967).

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Kiiltiire alinan eksplantlarin kesilen uglarinda 1
hafta sonra kallus olusumu baglamigtir. Her iki
eksplant tipinde de ¢ok yiiksek oranda kallus gelisimi
gozlenmistir. Ancak, yaprak sapi1 eksplantinda kallus
gelisimi daha hizli olmustur. Kiltiir baglangicindan 4
hafta sonra kalluslar iizerinde siirgiin uglar1 gézlen-
mistir (Sekil 1a ve b). Sekiz hafta iginde siirgiin ugla-
rinin biiyiik bir kismi 1-2 ¢cm uzunlugunda geng siir-
giinleri olusturmustur (Sekil 1c ve d).

Kullanilan ortamlar ve eksplant tipinin siirgiin o-
lugturan eksplant oran1 ve eksplant bagma siirgiin
sayisina etkisi ile ortam x eksplant interaksiyonu
etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, kallus olus-
turan eksplant yiizdesine etkisi 6nemsiz bulunmustur.
Tablo 1.’de farkli TDZ, BAP ve NAA konsantrasyon-
larinin A. polemoniacus’un yaprak sapi ve yaprak
eksplantlarinda kallus olusturan eksplant orani, siir-
giin olusturan eksplant orani ve eksplant basina siir-

giin sayisina ait degerler verilmistir. Genel olarak, en
fazla siirgiin gelisimi BAP ve NAA’nin birlikte kulla-
nildigr besin ortamlarinda elde edilmistir. Ayrica,
TDZ’nin diisik dozlar1 da siirgiin gelisimini olumlu
etkilemistir. Yaprak sap1 eksplantinda en fazla siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi (%100) 4 mg/l BAP ve 0.1
mg/l NAA igeren ortamdan elde edilirken, yaprak
eksplantinda (%76.6) 1 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA
iceren ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina en
fazla siirglin sayist her iki eksplantta da 4 mg/l BAP
ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir.
Genel olarak yaprak sapi eksplantinin rejenerasyon
kapasitesi, yaprak eksplantindan yiiksek bulunmustur
(Tablo 1). Daha once somatik embriyogenezis ve
organogenezis yoluyla A. adsurgens, A. cicer ve A.
melilotoides’ te protoplast, sap, yaprak, yaprak sap1 ve
kotiledon  eksplantlarindan ~ adventif  siirglin
rejenerasyonu elde edilmistir (Lou ve Jia 1998a, Lou
ve Jia 1998b, Uranbey ve ark. 2003, Hou ve Jia
2004). Ancak, A. polemoniacus tirinde adventif
siirgiin rejenerasyonu iizerine c¢aligmalar bulunma-
maktadir. In vitro ¢alismalarda, adventif siirglin
rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin basinda
besin ortamina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyici-
leri oldugu ve besin ortamindaki oksin-sitokinin den-
gesinin iyi ayarlanmasi neticesinde yiiksek oranda
adventif siirgiin rejenerasyonunun elde edilebilecegi
degisik arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Ozcan ve
ark. 1993, Ozcan ve ark. 1996, Sancak 1999, Uranbey
ve ark. 2003). Genel olarak sitokininler siirgiin olu-
sumunu oksinler ise kallus ve kdk olusumunu tesvik
etmektedirler. Uygun bir oksin-sitokinin dengesi ile
bitkilerde yiiksek oranda bir adventif siirglin
rejenerasyonu elde edilebilmektedir. Ancak, en uygun
oksin-sitokinin dengesinin eksplantin tipine gore de
degistigi yine ayni arastiricilar tarafindan bildirilmis-
tir. Benzer sonuglar bu calismada da elde edilmistir.
Besin ortamina ilave edilen BAP ve NAA miktarlari-
na gore slirgiin rejenerasyonunda dnemli degisiklikler
gozlenmistir. Ayrica, yaprak sapi eksplantinda en
fazla siirgiin 4 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren
ortamdan elde edilirken, yaprak eksplantinda 1 mg/l
BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmis-
tir. Uranbey ve ark. (2003), nohut geveninde yaptikla-
r1 arastirmada hipokotil eskplantindan sap, yaprak
sapt ve kotiledon eksplantlarina gore daha fazla
rejenerasyon elde etmislerdir.

Rejenere olan siirglinler 1-2 cm uzunluguna
geldiklerinde kesilerek 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l NAA ve
hormonsuz MS besin ortamlarinda koklendirilmeye
almmustir. Kiiltiir baglangicindan bes hafta sonra kok
olusturan siirgiin orani, silirgiin basina kok sayist ve
kok uzunlugu kaydedilmistir. Kok olusturan siirgiin
orani, siirgiin basina kok sayisinda ve kok uzunlugun-
da test edilen ortamlar arasinda istatistiksel acidan
farklilik gézlenmistir (Tablo 2; p<0.01).
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Tablo 1. Farkli TDZ, BAP ve NAA konsantrasyonlarinin Astragalus polemoniacus’un yaprak sap1 ve yaprak

eksplantlarindan adventif siirgilin rejenerasyonuna etkisi

Biylime Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Dﬁzeznle;//ll)cﬂerl E;lllgljt%lg;:g;n(il;_ Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sally131

e (%) (adet)
TDZ BAP NAA Y. sap1 Yaprak Y. sap1 Yaprak Y. sap1 Yaprak
0.1 - - 80.0 90.0 80.0 *° 3334 7.7°¢ 330
0.2 - - 90.0 60.0 90.0 ® 36.6 > 12.6° 3.0°¢
0.4 - - 93.3 93.3 73.3 % 66.6 46° 28°¢
0.1 - 0.1 66.6 66.6 66" 30.0 %f 03¢ 0.9¢
0.2 - 0.1 100.0 100.0 333 % 6.6 128 0.6 ¢
0.4 - 0.1 96.6 93.3 333 % 338 128 0.3¢
- 0.5 0.1 96.6 90.0 66.6 63.3 @ed 6.3 25°¢
- 1.0 0.1 96.6 90,0 80.0 ¢ 76.6° 7.1°¢ 4.1°%%
- 2.0 0.1 76.6 93.3 53,3 66.6 534 47%®
- 4.0 0.1 100.0 70.0 100.0 70.0 14.3° 6.0
- 0.5 0.5 100.0 96.6 6.6 6.6 0.6 0.6¢
- 1.0 0.5 100.0 100.0 36.6 % 26.6 19° 3.1%
- 2.0 0.5 90.0 100.0 20.0 %f 36.6 1.7% 3.2°%%

4.0 0.5 86.6 100.0 233 20.0 ° 128 1.0¢

Tdymi siitunda farkly harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.

Tablo 2. Farkli NAA konsantrasyonlarinin Astragalus

polemoniacus’dan elde edilen adventif siirgiinlerin
kolenmesi {izerine etkisi
R
A - E% g 5 )
2 £ g3~ =
» O o o s B =)
gag 258 =:% S
: O an Holhad
252 23 22 £ E
A& M 2 ¥
0.5 41.6° 1.8% 1.7°
1.0 0.0° 0.0°¢ 00°
2.0 416° 6.3*° 41°
0 58.3° 38° 4.9°

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
0.01 diizeyinde onemlidir.

Farkli bitki tiirlerinin en iyi koklendigi biiylime
diizenleyicisi farkli olabilmektedir. Onceki g¢aligma-
larda mercimek 0.25 mg/l IBA (Khawar ve Ozcan
2002), macar figi 5 pM IBA (Sancak ve ark. 2000),
korunga 1 mg/l IBA veya 1 mg/l NAA (Ozcan ve ark.
1996), cilek iicgiilii 1-4 mg/l IAA (Singha ve ark.
1988) igeren besin ortamlarinda en iyi koklenme gos-
termistir. Bu ¢aligmada ise en iyi koklenme hormon-
suz veya 2 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde
edilmistir.

Bugiin biyoteknolojisi klasik 1slah yontemlerine
ek olarak bitki 1slahina yeni ufuklar agmistir. Bu
tekniklerin bitki 1slahinda kullanilabilmesi i¢in dnce-
likle tiirlerin hatta gesitlerin rejenere olabildigi en iyi
biiytimeyi diizenleyici kombinasyonlarinin belirlen-
mesi gerekmektedir. Bu calismada da ilk defa
Astragalus polemoniacus bitkisinde yaprak sap1 ve
yaprak eksplantlarinda basarili bir adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in en uygun biiylimeyi diizenleyici
kombinasyonlar belirlenmis ve elde edilen adventif
stirgiinler koklendirilerek dis kosullara alistirilmistir.
Adventif siirgilin rejenerasyonu ile elde edilen siirgiin-
lerin kok uglarinda yapilan sitogenetik inceleme sonu-

cunda da kromozom sayilarinda bir anormalligin ol-
madig1r gozlenmistir. Bu caligmadan elde edilen so-
nuglar endemik A. polemoniacus bitkisinin hizli ¢ogal-
timinda ve bu bitkiye gen aktariminda kullanilabile-
cektir.
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Sekil 1. Astragalus polemoniacus bitkisinin yaprak sap1 eksplantindan kallus olusumu, adventif siirgiin rejenerasyonu
ve in vitro koklenme.

(a, b) Kiiltiir baglangicindan 4 hafta sonra gelisen siirgiin uglart (bar=0.5 cm, 0.65 cm).

(c, d) Kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra gelisen geng siirgiinler (bar=0.6 cm, 1.33 cm).

(e) Bilylime diizenleyicisi icermeyen MS) besin ortaminda kdklenen siirgiinler (bar=0.8 cm).

(f) In vitro’ da gelisen siirgiin uglarinda 2n=16 normal kromozom say1s1 (bar=1 mikron).
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