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Ozet

Bu arastirmada, endemik Astragalus schizopterus Boiss. in ¢imlenme ve in vitro rejenerasyon yetenegi arastirilmistir. Karsi-
lasilan ¢imlenme probleminden dolayr A. schizopterus bitkisinin tohumlary, zimparalama, bisturi ile ¢izme ve hidroklorik
(HCI) asit ile muamele gibi uygulamalara tabi tutulmugstur. En iyi ¢imlenme orani (% 96.7) bisturi ile ¢izilen tohumlardan
elde edilmistir.

Aseptik sartlarda yetistirilen fidelerden alinan yaprak ve yaprak sapt eksplantlart 2.0, 4.0, 8.0 mg/l 2,4-Dx0.5 mg/l KIN
iceren MS veya Bs ortamlari, 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 mg/l 2,4-DxKIN i¢ceren MS ortamlari, 2.0, 4.0 mg/l IAAx0.5 mg/l
ZEA ile 0.5 mg/l IAAx2.0, 4.0 mg/l ZEA iceren MS besin ortamlarinda, hipokotil eksplanti 1.0, 2.0, 4.0 mg/l 2,4-Dx0.5 mg/|
BAP veya KIN igceren MS ortamlarinda, adventif siirgiin rejenerasyonu veya somatik embriyo uyarimi igin kiiltiire alinmistir.

Sonug olarak A. schizopterus 'ta denemeye alinan eksplantlardan ¢ogunlukla yumusak veya sert yapili ve embriyogenik olma-
van kalluslar elde edilmistir. Rejenerasyon ortamina alinan kalluslarda herhangi bir siirgiin rejenerasyonu goriilmezken,
bazi ortamlarda kok olusumu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus, Bitki Biiyiime Diizenleyicileri(BBD), Bs, Cimlenme, Kallus, MS
The Investigation of In vitro Regeneration System of Astragalus schizopterus
Abstract

In this study, in vitro germination and regeneration ability of endemic Astragalus schizopterus Boiss. was investigated. As we
encounter germination handicap, the seeds of A. schizopterus plant,were subjected to sandpaper, boot with a scalpel, or
hydrochloric acid (HCI) treatments. The highest germination rate (96.7%) was obtained from seeds plotted with a scalpel.

Leaf and petiole explants taken from seedlings grown in aseptic conditions, were cultured in media supplemented with 2.0,
4.0, 8.0 mg/l 2,4-D x 0.5 mg/l KIN containing MS or B5 media, 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 mg/l 2,4-D x KIN containing MS media,
2.0, 4.0 mg/l I14Ax0.5 mg/l and 0.5 mg/l ZEA, 1.0 IAAx2.0, 4.0 mg/l ZEA containing MS nutrient environments, hypocotyl
explants were cultured in 1.0, 2.0, 4.0 mg/l 2,4-Dx0.5 mg/l BAP or KIN in MS containing environments, adventitious shoot
regeneration or somatic embryos were cultured for stimulation.

As a result, mostly soft or hard bodied and non-embryogenic callus tissues were obtained from the explants taken from A.
schizopterus. There was no shoot regeneration from the callus in any environment, although root formation was observed in
some environments.

Key Words: Astragalus, B5, Germination, Callus, MS, Plant Growht Regulators (PGR)

nin belirlenmesi ve tarima kazandirilmasi, tilkemizi
daha da zenginlestirecektir. Bu baglamda {ilkemiz
florasinda bulunan ve bazi tiirleri endemik olan geven-
ler (Astragalus), llkemizde tarimi yapilmayan ancak
mevcut yem bitkilerine ilave edilebilecek bir bitki

Giris

Ulkemiz, ii¢ farkli bitki cografya bolgesinin birlestigi
yerde olmasi, 6zellikle bazi Iran-Turan kokenli bitki
cinslerinin gen merkezi olmas1 gibi ekolojik ve floris-

tik nedenlerle zengin bir flora ile ¢cok degisik vejetas-
yon tiplerine sahiptir. Tiirkiye’nin bu biyolojik zen-
ginligin olusmasinda ekolojik, jeolojik ve topografik
yapisindaki gesitliligin de katkis1 biiyiiktiir.

Biyolojik zenginliklerin farkina varilmasi kadar, ko-
runmasi ve zenginliklerden yararlanilmasi da nemli-
dir. Bilim diinyasina ilk kez {ilkemizden betimlenerek
tanitilan tiirlerin, ekonomik deger tasiyan 6zellikleri-

2Sorumlu Yazar: myorg@selcuk.edu.tr

grubu olarak dnem kazanmaktadir.

Astragalus schizopterus, Tirkiye’de genis yayilis
gosteren, adaptasyon yetenegi arastirmalara konu olan
diger tiirlere oranla daha yiiksek olan endemik bir
tiirdiir. Astragalus tiirleri derin kok sistemine sahip
olmalar1 nedeniyle de toprag: tutarak erozyonu dnleyi-
ci ozellige sahiptirler. Dogal vejetasyonunda hayvan-
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lar tarafindan tiketilmektedir. Bu nedenle meralarin
1slah edilmesinde kullanilabilecek 6zelliklere sahiptir-
ler.

Gilinden giine artan kuraklik nedeniyle diinyada ve
Tiirkiye’de kurakliga dayanikli genotiplerin belirlen-
mesi ve bunlarin tarimsal tiretimde degerlendirilmesi
onem arz etmektedir. Fakat bu bitkiler genellikle zor
¢ogalma ozelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle, nesil-
leri de tilkenme tehlikesi altindadir. Bu nedenle gele-
cekte yem bitkisi olarak degerlendirilebilecek bu tiirle-
rin kurakliga dayaniklilik genlerinin tespiti ve bunlarin
doku kiiltiirii ile cogaltilabilme olanaklarmin arasti-
rilmasi, ayrica bu tiirlerin ex sifu korunmasi 6nem arz
etmektedir.

Astragalus tirlerinin genel olarak tohumla ¢ogalma
yeteneklerinin smirlt olmasit doku kiiltiirii ile klonal
¢ogaltim yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Somatik embriyogenesis yoluyla rejenerasyonun basa-
rilmasi sentetik (yapay) tohum iiretimine imkén suna-
cagindan meralarimizin zenginlestirilmesine 6nemli
katkilar saglayacaktir. Aym1 zamanda doku kiiltiiri
calismalarindan elde edilen sonuglar genetik miihen-
disligi yontemleriyle yapilacak 1slah ¢aligmalarina da
temel teskil edecektir. Cilinkii molekiiler seviyede
yapilan 1slahin basarili olabilmesi uygun rejenerasyon
yonteminin varligina baghidir.

Bu sebeplerden dolayi, bu c¢aligmada Tiirkiye Flora-
si’nda bulunan ve gesitli faktorlerin etkisiyle sayilar
giderek azalma tehlikesinde olan acil koruma gerekti-
ren endemik Astragalus schizopterus Boiss.’in doku
kiilttiri  yontemleriyle rejenerasyon yeteneklerinin
belirlenmesi ve bitkilerin in vitro kosullarda ¢ogaltil-
masi amaglanmistir.

Astragalus ile yapilan ¢alismalarda arastiricilar, emb-
riyogenik kallus olusturmak icin diger baklagillerde
oldugu gibi yiiksek oranda 2,4-D ile diisiik oranda
BAP igeren ortamlarin iyi sonuglar verdigini bildir-
mislerdir. Gelisen embriyogenik kalluslar1 farkli kon-
santrasyonlara sahip BAP ve NAA igeren ortamlarda
kiiltiire almiglar ve olgunlasan embriyolart hormon
icermeyen ortamlara aktararak bitkicik gelisimini
sagladiklarint belirtmislerdir (Luo ve ark. 1999, Hou
ve Jia 2004a).

Mirici (2004), endemik Astragalus polemoniacus ile
yaptig1 caligmada yaprak sapi eksplantindan 4 mg/l
BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamda ortalama 14
adet siirgiin elde etmistir. Cocii ve ark. (2005), ende-
mik Astragalus duranii’de en fazla siirgiin geligsiminin
TDZ igeren ortamda meydana geldigini belirtmisler-
dir.

Astragalus melilotoides, Astragalus adsurgens gibi
tirlerde hipokotil, kotiledon, gévde ve protoplastla-
rindan somatik embriyogenesis ve organogenesis
yoluyla rejenerasyon oldugu bildirilmistir (Luo ve Jia
1998; Luo ve ark. 1999; Hou ve Jia, 2004a; Hou ve
Jia, 2004b). Astragalus cicer, A. polemoniacus ve A.

duranii ile yapilan ¢alismalarda da hipokotil, kotile-
don, yaprak, yaprak sapi, koltukalti meristem eksp-
lantlart kullanilarak adventif siirglin rejenerasyonu
elde edilmistir (Uranbey ve ark. 2003; Mirici 2004;
Cocii ve ark. 2005). Luo ve ark. (1999), Astragalus
adsurgens’in hipokotil eksplantlarindan elde edilen
embriyonik kalluslarin 1 graminda ortalama 280 emb-
riyo olustugu bildirilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Arastirmada materyal olarak Astragalus schizopterus
Boiss. tiirii kullanilmigtir. Bu tiir endemik olup, tiire
ait olgun tohumlar, Burdur: Dirmil-G6lhisar, 7. km,
1175 m, 25.07.2006, acik yerlerden S.U. Ahmet Kele-
soglu Egitim Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Ogretim
Uyeleri Ahmet Duran 7334 ve Muhittin Ding tarafin-
dan toplanmustir.

Metot

Tiim doku kiiltiirii islemleri Selcuk Universitesi, Zi-
raat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Tim sterilizasyon ve kiiltiire alma islemleri laminar
hava akislt steril kabin icerisinde yapilmistir. Kabin,
alkol ile silinip U.V. agilarak 15 dakika ¢alistirildiktan
sonra sterilizasyon ve Kkiiltiir islemlerine gegilmistir.
Tium kiltiirler 16 saat fotoperiyot, %62—64 oransal
nem, 24+1°C ve 3000 liks beyaz fliioresan 151k yo-
gunlugu kosullarinda rafli kiiltiir dolabinda (Sanyo,
MLR-351H) tutulmustur. Besin ortamlart pH’st 1 N
KOH yada 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmis
sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20
dakika tutularak sterilize edilmistir. Tiim Denemeler
“Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore tekerriirlii
olarak kurulmustur.

Tohumlarda yiizey sterilizasyonu ve ¢cimlendirme

Aksenik fide elde etmek amaciyla kiiltiire alinan to-
humlar %70’lik alkol ig¢inde 30 saniye bekletildikten
sonra 1-2 damla Tween-20 damlatilmis %20’lik ticari
hipoklorit (%50 NaOCI igceren HES c¢amasir suyu)
¢ozeltisinde 10 dakika muamele edilmis ve steril saf
su ile 3-4 kez durulanarak sterilize edilmistir.

A. schizopterus Boiss.’a ait bitki tohumlarinda sert
tohum kabugundan kaynaklanan ¢imlenme problemi
bulunmaktadir. Bu nedenle tohumlar farkli uygulama-
lara tabi tutulmustur. Bunlar; tohum kabugunun zim-
paralanmasi, tohum kabugunun bistiiri ile ¢izilmesi ve
hidroklorik asit (HCI) uygulamasidir. Kontrol grubuna
ise hi¢bir muamele yapilmamuistir. Sterilizasyon sonra-
s1 farkli muamelelere tabi tutulan tohumlar %3 sakka-
roz ve %0.7 agar igeren MS (Murashige ve Skoog,
1962) temel besin ortaminda kavanozlarda kiiltiire
almmustir.
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Doku kiiltiirii calismalar:

Aseptik sartlarda yetistirilen fidelerden alinan yaprak
ve yaprak sapi eksplantlar1 2.0, 4.0, 8.0 mg/l 2.4-
Dx0.5 mg/l KIN igeren MS veya Bs ortamlari, 0.0,
0.5, 1.0, 2.0, 5.0 mg/l 2,4-DxKIN igeren MS
ortamlari, 2.0, 4.0 mg/l IAAx0.5 mg/l ZEA ile 0.5
mg/l TAAx2.0, 4.0 mg/l ZEA igeren MS besin ortam-
larinda, hipokotil eksplantt 1.0, 2.0, 4.0 mg/l 2,4-
Dx0.5 mg/l BAP veya KIN iceren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmigtir. Ortamlara yari-katilagtirict olarak
agar (7 g/l), karbon kaynagi olarak sakkaroz (%3, a/h)
ilave edilmistir.

Bu ortamlardan elde edilen kalluslar adventif siirgiin
rejenerasyonu i¢in bilyiime diizenleyicisi i¢cermeyen
MS besin ortamina alinmustir.

Gozlem ve olgiimler

Cimlenme: Farkli uygulamalar yapilmisg tohumlardaki
¢imlenme degerlerini belirlemek igin, kiiltiire alinan
tohumlarin ¢imlenme durumlar1 5, 10, 15 ve 20 giin
sonra sayilarak belirlenmis, ¢imlenme degeri yiizde
(%) olarak hesaplanmustir.

Dogrudan Bitki Rejenerasyonu: Farkli biiyiime
diizenleyicileri iceren ortamlarda kiiltiire alinan eksp-
lantlarda kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra bitki
rejenerasyonu gdzlemlenmis, somatik dokulardaki
degisiklikler kaydedilmistir.

Dolayh (Kallustan) Bitki Rejenerasyonu: Farkli
bliyiime diizenleyicileri igeren ortamlarda kiiltiire
alinan eksplantlarda kallus olusturma ve daha sonra-
sinda rejenerasyon durumlart tespit edilmis, eksplant-
larin kallus olusturma potansiyelleri (%) ve kallus
agirliklari (g) belirlenmistir.

Deneme sonunda elde edilen veriler MSTAT-C paket
programu ile istatistiki analize alinmistir.

Arastirma Sonuclari ve Tartisma
Cimlendirme Calismalar:

Sert tohum kabugundan kaynaklanan ¢imlenme prob-
leminin asilabilmesi igin 4. schizopterus Boiss.’e ait
tohumlara yapilan uygulamalar ve farkli giinlerde elde
edilen ¢imlenme degerleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. A. schizopterus tohumlarinin ¢imlenme du-
rumlari (%)

Uygulamalar 5. giin 10. giin 15. giin 20. giin
Kontrol 0.0 0.0 0.0 0.0
Cizme 46.7 86.7 96.7 96.7
Zimparalama 20.0 233 333 63.3
HCI muamelesi 0.0 0.0 0.0 0.0

Tablo 1°de goriildiigli gibi zimparalama ve bisturi ile
tohum kabugunun c¢izilmesi tohumlarin ¢imlenmesini
tesvik etmistir. Kontrolde ve HCl uygulamasinda

herhangi bir ¢imlenme meydana gelmezken, en iyi
¢imlenme degerleri % 96.7 ile tohum kabugunun ¢i-
zilmesinden elde edilmistir. Sonu¢ olarak bisturi ile
tohum kabugunun ¢izilmesi uygulamasi, bu tiirde sert
tohum kabugundan kaynaklanan ¢imlenme problemi-
nin astlmasi i¢in tavsiye edilebilir.

Doku Kiiltiirii Calismalart

Genel olarak tohumla ¢ogalma yeteneklerinin ve to-
hum ¢imlenme kapasitelerinin diisiik olmas1, Astraga-
lus tiirlerinin doku kiiltiirii ile klonal ¢ogaltim yapil-
mast gereklili§ini ortaya koymaktadir. Bu nedenle
tirtin doku kiiltiirii yontemleri ile cogaltilmasi ve
adventif siirgiin rejenerasyon yetenegi belirlenmek
amaciyla farkli biiylime diizenleyicileri iceren besin
ortamlarinda kiiltire alman yaprak, yaprak sapi ve
hipokotil eksplantlarinin ortamlara gore farkli tepkiler
verdigi tespit edilmistir.

MS ve B5 Besin Ortamlarinin Adventif Siirgiin Re-
Jjenerasyonuna Etkisi

A. schizopterus’a ait yaprak ve yaprak sap1 eksplantla-
r12,4-D (2.0, 4.0, 8.0 mg/1) ve KIN (0.5 mg/1) biiyiime
diizenleyicileri ilave edilmig farkli besin ortamlarinda
(MS ve B;s) kiiltiire alinmugtir. Kiiltiire alinan eksplant-
larmn tiimiinde 5-6 giin sonra kallus olusumu baglamis-
tir.

Bs besin ortaminda olusan kalluslarin gevsek dokulu
ve sar1 renkli, MS besin ortaminda gelisenlerin ise
gevsek dokulu ve yesil renkli olduklart gézlenmistir
(Sekil 1). Ayrica MS ortaminda kalluslarin daha bii-
yiik olduklart ve bazi kalluslarda adventif koklerin
olustuklar1 gézlenmistir. Her iki ortamda da baz1 kal-
luslarin st kisimlarinda beyazlagsmalar goriilmiistiir.
Kiiltiir baglangicindan 6 hafta sonra ilk ortamlarimin %2
kat1 2,4-D konsantrasyonu igeren ortamlarda alt kiiltii-
re alinan kalluslarda, biiylimenin devam ettigi ancak
herhangi bir embriyo veya siirgiin gelisiminin olmadi-
g1 tespit edilmistir. Ikinci alt kiiltiirden sonra bitki
biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamina aktari-
lan kalluslarda da bir degisime rastlanmamuistir.

Tablo 2. MS ve BS5 besin ortamlarinda A. schizopte-
rus’un yaprak ve yaprak sapi eksplantlarin-
dan olusan kalluslarin agirlig: (g)

Biiyiime Diizenleyiciler Kallus Agirhig (g)

(mg/l

B.O. 2,4-D KIN Yaprak Y.sap1 Ort.
2.0 0.44 0.36

MS 4.0 0.5 0.59 0.32 0.40
8.0 0.34 0.36
2.0 0.42 0.30

B5 4.0 0.5 0.41 0.26 0.34
8.0 0.46 0.16

Ortalama 045a 0.37b

Kallus agirliklarma ait varyans analizi sonucunda
kallus agirligi bakimindan sadece eksplantlar arasinda
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0.01 diizeyinde anlamli farklilik bulunmugtur. Diger
degiskenler ve degiskenler arasi etkilesimler arasinda
istatistiki olarak anlamli farklilik yoktur (Tablo 2).

Kallus agirligi bakimindan yaprak eksplanti (0.45 g)
yaprak sapi eksplantindan (0.37 g) daha iyi sonug
vermistir. Yaprak eksplantlarinda en yiiksek kallus
agirligi (0.59 g) 4.0 mg/1 2,4-D ve 0.5 mg/1 KIN igeren
MS besin ortamindan elde edilmistir. Yaprak sapi
eksplantinda ise yine MS besin ortaminda 2.0, 8.0
mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l KIN igeren ortamlarda en
yiiksek sonug (0.36 g) alinmistir. BS besin ortaminda

ise yaprak eksplantt 8.0 mg/l 2,4-D ve 0.5mg/l KIN
iceren ortamda en yiiksek (0.46 g) kallus agirligi olus-
tururken yaprak sapinda 2.0 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l
KIN igeren ortam en yiiksek sonucu vermistir. Besin
ortamlart agisindan kallus agirliklart incelendiginde
MS besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde
edilen ortalama kallus agirligi 0.40 g iken Bs ortamin-
da kiiltiire alinan eksplantlarda bu deger 0.34 g olmus-
tur. Ikinci alt kiiltiirde biiyiime diizenleyici igermeyen
MS’e aktarilan kalluslarda embriyo olusumu veya
adventif siirgilin rejenerasyonu gozlenmemistir.

Sekil 1. 4. schizopterus bitkisinde 2,4-D ve KIN iceren MS ve Bs ortamlarinda kallus olusumu, a) MS besin
ortamindaki yaprak eksplantlarindan gelisen kalluslar b) MS besin ortamindaki yaprak sap1 eksplantla-
rindan gelisen kalluslar ¢) B5 besin ortamindaki yaprak eksplantlarindan gelisen kalluslar d) B5 besin
ortamindaki yaprak sap1 eksplantlarindan gelisen kalluslar

Yapilan literatiir taramasinda farkli mineral ve vitamin
icerigine sahip besin ortamlarinda basarili sonuglar
elde edildigi tespit edilmistir (Atanassov ve Brown,
1984; Romagnoli, 1996). Bununla birlikte Suginobu
ve ark. (1991) yoncada MS ortaminda Bs ortamina

gore kalluslarin daha biiyiikk oldugunu ama Bs
ortamiyla aralarinda anlamli bir farlilik bulunmadigini
tespit etmislerdir. En fazla somatik embriyoyu MS
ortamindan elde etmislerdir. Bu ¢alismada da somatik
embriyo olusumu elde edilmese de kallus agirligi
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bakimindan benzer sonuglar elde edilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmasa da MS
ortamindaki kalluslarin B5 ortamindakilerden daha

yiiksek agirliga sahip olduklari tespit edilmistir. Bu
nedenle denemelerde MS temel ortam olarak

kullanilmustir.

Sekil 2. A. schizopterus bitkisinde 2,4-D ve KIN igeren ortamlarda kallus ve adventif kdk olusumu (a) Kiiltiirden
6 hafta sonra yaprak eksplantinda 5.0 mg/l 2,4-D igeren ortamda gelisen kalluslar (b) Yaprak eksplan-
tinda 5.0 mg/l 2,4-D ve 1.0 mg/l kinetin igeren ortamda gelisen kalluslar (¢) Yaprak eksplantinda 0.5
mg/1 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetin igeren ortamda gelisen kalluslar ve adventif kokler (d) Yaprak sap1 eksp-
lantinda 0.5 mg/l 2,4-D ve 5.0 mg/l kinetin iceren ortamda gelisen kalluslar ve adventif kokler (bar=1

cm)

A. schizopterus Yaprak ve Yaprak Sap1 Eksplant-
larinda 2,4-D ve KIN Biiyiime Diizenleyicilerinin
Adventif Siirgiin Rejenerasyonuna Etkisi

Bu denemede tiire ait yaprak ve yaprak sap1 eksplant-
lar1 0.0-5.0 mg/1 2,4-D ve 0.0-5.0 mg/1 KIN i¢ceren MS
ortaminda kiiltiire alimmustir. Kiiltiir baglangicindan 1
hafta sonra eksplantlarin kesilen kisimlarinda kallus
olusumu go6zlenmistir. 6 hafta sonunda ortamlarin
cogunda eksplantlarin tamaminda kallus olusumu
gozlenmistir. Gelisen kalluslarin farkli tiplerde oldugu

tespit edilmistir. Bazi1 kalluslarin sarimtirak, gevsek
dokulu, bazilarinin yesil, daha sik1 dokulu, bazi kallus-
larin ise kahverengi ve siki dokulu olduklar1 gézlenir-
ken baz1 kalluslarda da adventif kdklerin olustugu
gozlenmistir (Sekil 2). Kallus agirliklar: alinan kallus-
lardan yesil ve sar1 renkli kalluslar biiyiime diizenleyi-
ci icermeyen MS ortaminda alt kiiltiire alinmustir. 8
hafta stire ile alt kiiltlire alinan kalluslarda embriyo ya
da siirglin olusumuna rastlanmamistir. Kallus olustu-
ran eksplant yiizdesi bakimindan ortamlar ve ortam x
eksplant etkilesimi arasinda 0.01 diizeyinde anlaml
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farklilik varken eksplantlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamistir. Kallus agirligi baki-
mindan ise tim varyasyon kaynaklar1 arasinda 0.01
diizeyinde anlamli farklilik vardir (Tablo 3 ve 4).

Kallus olusturan eksplant yiizdesi bakimindan her iki
eksplantta da ortamlarin ¢ogunda %95-100 oraninda

kallus meydana getirirken 2,4-D icermeyen ortamlarin
tamaminda kallus olusumu gozlenmemistir. Ikinci en
diisiik deger (%75) ise 5.0 mg/1 2,4-D ve 5.0 mg/l KIN
iceren ortamda kiiltiire alinan yaprak sap1 eksplantin-
dan elde edilmistir. Yaprak eksplantinda ise ikinci en
disiik deger %85 ile 2.0 mg/l 2,4-D igeren ortamdan
elde edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Farkli 2,4-D ve KIN dozlarinda 4. schizopterus yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda kallus olusturan

eksplant yiizdesi
Biiyiime KIN
Diizenleyiciler 0.0 0.5 1.0 2.0 5.0

mg/l

2,4-D Y Y.S Y Y.S Y Y.S Y Y.S Y Y.S
0.0 -d -d -d -d -d -d -d -d -d -d
0.5 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
1.0 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 95 a 100 a 100 a 100 a
2.0 95a 85b 100 a 100 a 100 a 95a 100 a 100 a 95a 100 a
5.0 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 75¢

Y.: Yaprak, Y.S.: Yaprak sapi, LSDy;:9.76

Tablo 4. Farkli 2,4-D ve KIN dozlarinda 4. schizopterus yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda kallus agirligi

Biiyiime KIN
Diizenleyiciler 0.0 0.5 1.0 2.0 5.0

mg/l

24-D Y Y.S Y Y.S Y Y.S Y Y.S Y Y.S

0.0 -p -p -p -p -p -p -p -p -p -p

0.39 0.40 0.63 0.36 1.32 1.37 0.33 0.44 0.49 0.66
0.5

mno l-o 1-n no cde cd nop l-o l-o h-n

L0 0.94 0.46 1.92 1.47 1.59 1.15 0.62 0.48 0.84 0.51

: - l-o a bed abc d-g jn l-o g-k k-o

2.0 0.62 0.27 0.58 0.75 0.98 1.37 0.67 0.59 1.79 1.59

: j-o op k-o h-1 e-1 cd h-n j-o ab abc

5.0 1.00 0.49 0.50 0.43 1.13 0.40 0.73 0.40 1.41 1.21

: e-h l-o k-0 l-o d-g l-o h-m l-o cd def

LSD()()]035

Kallus agirlig1 bakimidan ortam x eksplant etkilesimi
arasinda 0.01 diizeyindeki farklilik tespit edilmistir.
En yiiksek kallus agirligr (1.92 g) 1.0 mg/l 2,4-D ve
0.5 mg/l KIN iceren ortamda kiiltiire alinan yaprak
eksplantindan elde edilmistir. Yine yaprak eksplantin-
da 1.0 mg/1 2,4-D ve 1.0 mg/l KIN ile 2.0 mg/1 2,4-D
ve 5.0 mg/l KIN igeren ortamlardan elde edilen deger-
ler (1.59 ve 1.79 g) istatistiksel olarak ayni grupta yer
almigtir. Yaprak sapt eksplantinda da 2.0 mg/l 2,4-D
ve 5.0 mg/l KIN igeren ortamdan elde edilen deger
(1.59 g) aymi grupta yer almistir. Kallus agirligi baki-
mindan en diisiik degerler 2,4-D icermeyen ortamlarda
kallus olugmadigi i¢in 0.5-5.0 mg/l KIN igeren ve
biiyiime diizenleyici icermeyen MS ortamlarindan elde
edilmistir. 2.0 mg/l 2,4-D iceren ortamda kiiltiire ali-
nan yaprak sap1 eksplantlarindan elde edilen sonugta
(0.27 g) istatistiksel olarak en diisiik degeri gosteren
grupta yer almistir (Tablo 4).

A. adsurgens’in hipokotil eksplantlari ile yapilan bir
calismada 2.0 mg/1 2,4-D veya 2.0 mg/l 2,4-D ve 0.5,

1.0, 1.5, 2.0 mg/l BA iceren ortamlarda kiiltiire alinan
eksplantlarin 4 farkli tipte kallus olustugunu rapor
edilmistir. Olusan kalluslarin bir kismi sar1 gevsek
dokulu, bir kism1 yesil siki dokulu, bir kismi yesil—
kahverengi siki dokulu ve kahverengi gevsek dokulu
olduklarini bildirmislerdir. Adventif siirgiin rejeneras-
yonu bakimindan en iyi sonucu sar1 gevsek dokulu
kallus tipinden aldiklarmi diger kallus tiplerinde ¢ok
diisik oranda siirgiin rejenerasyonu gozlediklerini
bildirmiglerdir (Luo ve Jia, 1998). Bu ¢alismada da
kallus morfolojisi bakimindan benzer sonuglar elde
edilmistir. Fakat farkli tiplerde kalluslarin olustugu
gdzlenmesine ragmen adventif siirgiin rejenerasyonu
veya somatik embriyo olusumu tespit edilmemistir.

A. schizopterus Hipokotil Eksplantinda 2,4-D, KIN
ve BAP Biiyiime Diizenleyicilerinin Adventif Siir-
giin Rejenerasyonuna Etkisi

A. schizopterus’un 15 giinliik steril fidelerinden izole
edilen hipokotil eksplantlart farkli konsantrasyonlarda
(1.0, 2.0, 4.0 mg/l) 2,4-D ile 0.5 mg/l KIN veya BAP
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iceren ortamlarda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir baslangi-
cindan 6-7 giin sonra kallus olusumu baslamis ve tiim
ortamlarda eksplantlarin hepsi kallus olusturmustur.
KIN igeren ortamlarda kalluslar gevsek dokulu ve sari
renkli, BAP igeren ortamlarda ise daha siki dokulu ve
yesil-sar1 renkli olmuglardir. 6 hafta sonra kallus agir-
liklart alinan kalluslar biiyiime diizenleyici icermeyen
MS ortaminda alt kiiltiire alinmiglardir. Bu ortamda
kallus miktarinda artis oldugu gozlenmistir. Daha
sonra 0.2 mg/l BAP igeren ortamlara aktarilan kallus-
larin kararmaya basladiklar1 gozlenmistir. Fakat her-
hangi bir rejenerasyon gozlenmemistir.

Varyans analizi sonucunda hipokotil eksplantinda
kallus agirlig1 bakiminda ortamlar ve ortam x bilylime
diizenleyici ¢esidi etkilesimi arasinda istatistiksel
Biiylime

olarak anlamli farklilikk bulunmamustir.

diizenleyici ¢esidi arasinda ise 0.01 diizeyinde anlaml
farklilik bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5. Farkli 2,4-D, KIN ve BAP dozlarinda A.
schizopterus’un hipokotil eksplantinda kallus agirlig:

(@

Biiyiime Diizenleyiciler (mg/l) Kallus Agirhig (g)

2,4-D KIN BAP Hipokotil Ort.

1 0.5 0.13

2 0.5 0.14 0.13b

4 0.5 0.11

1 0.5 0.27

2 0.5 0.33 0.32a

4 0.5 0.36

Sekil 3. A. schizopterus bitkisinde IAA ve ZEA igeren ortamlarda kallus ve adventif kok olusumu (a-
b)Kiiltiirden 6 hafta sonra 2.0 mg/l IAA ve 0.5 mg/l zeatin igeren ortamda yaprak ve yaprak sap1 eksp-
lantlarinda gelisen kallus ve adventif kokler (bar=1 cm)

A. schizopterus hipokotil eksplantinda kallus agirligi
bakimindan KIN ve BAP biiyiime diizenleyicilerinin
etkisi incelendiginde BAP iceren ortamlarda kallus
agirhiginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. BAP
iceren ortamlarda kallus agirligi ortalamasi 0.32 g iken
KIN igeren ortamlarda 0.13 g olmustur. Kallus agirligi
bakimindan en yiiksek sonug (0.36 g) 4.0 mg/l 2,4-D
ve 0.5 mg/l BAP igeren ortamdan elde edilmistir. En
diisiik kallus agirligr ise 0.11 g ile 4.0 mg/l 2,4-D ve
0.5 mg/l KIN igeren ortamdan elde edilmistir (Tablo
35).

Takamizo ve ark. (1991), 26 ¢esit kullanarak
yaptiklart somatik embriyo olusumu denemelerinde
yaptiklart ¢alismada 2.0 mg/l 24 D igeren UM
ortaminda 4 sitokinin (BA, 2IP, KIN, ZEA) etkisine
baktiklarinda BA’nin hem kallus olusumu hem de
somatik embriyo olusumunda ¢ok daha etkili
oldugunu bildirmislerdir. Benzer sonuglar bu
calismadan da elde edilmistir. A. schizopterus’un

rejenerasyon yeteneginin diisik oldugu sdylenebilir.
Bu denemede de kallus agirligi bakimindan BAP
iceren ortamlar daha iyi sonu¢ vermistir. Kallus
morfolojisi bakimindan ise KIN iceren ortamlar BAP
iceren ortamlara gore daha fazla embriyogenik kallus

yapist  gostermektedir. Alt kiltiirlerde kalluslar
iizerinde  embriyo  veya  siirglin  olusumu
gdzlenmemistir.

TAA ve ZEA Biiyiime Diizenleyicilerin Adventif
Siirgiin Rejenerasyonuna EtKisi

A.  schizopterus’da  TAA ve ZEA  Dbiylime
diizenleyicilerinin adventif siirglin rejenerasyonuna
etkisi arastirmak icin yaprak ve yaprak sapi
eksplantlar1 2.0, 4.0 mg/l IAA ve 0.5 mg/l ZEA ile
2.0, 4.0 mg/l ZEA ve 0.5 mg/l IAA igeren MS besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan
2 hafta sonra baz1 eksplantlarda kallus olusumu
baslamigtir. Kalluslarin sadece eksplantlarin kesilen
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yiizeylerinde az miktarda gelistigi ve 2.0 mg/l IAA ve
0.5 mg/l ZEA igeren ortamda bazi kalluslarda adventif
koklerin olustugu gozlenmistir (Sekil 3). Kalluslarin
¢ogunun kisa siirede karardiklart gériilmiistiir. 6 hafta
sonunda kallus olusturan eksplant yiizdesi ve gelisen
kalluslarin  kallus agirliklar1 belirlenerek kalluslar
atilmistir

Yapilan varyans analizine gore kallus olusturan
eksplant yilizdesi bakimindan ortamlar arasinda 0.01
diizeyinde anlamli farklilik bulunmus, eksplantlar ve
ortam x eksplant etkilesimi arasinda ise anlamli
farklilik ¢itkmamistir. Kallus agirligi bakimimdan ise
varyasyon kaynaklar1 arasinda istatistiksel farkliligin
olmadigi tespit edilmistir.

Tablo 6. Farkli IAA ve ZEA dozlarinda A. schizopterus’un yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda kallus olustu-

ran eksplant yiizdesi ve kallus agirligt

Biiyiime Diizenleyiciler (mg/l)  Kallus Olusturan Eksplant Yiizdesi(%) Kallus Agirhig (g)
IAA ZEA Yaprak Y.sap1 Ort. Yaprak Y.sap1 Ort.
0.5 2 40.00 26.66 33.33b 0.02 0.02 0.02
0.5 4 33.33 26.66 29.99 b 0.04 0.03 0.03
2 0.5 100.00 100.00 100.00 a 0.38 0.45 0.41
4 0.5 100.00 100.00 100.00 a 0.75 0.79 0.77

LSDO0.01: 0.3955

Tablo 6°da yaprak ve yaprak sapi eksplantlarinda
kallus olusturan eksplant yiizdesi ait degerlere
bakildiginda kallus olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan en iyi ortamlarin (%100) 2.0, 4.0 mg/l
IAA ve 0.5 mg/l ZEA igeren ortamlar oldugu
goriilmektedir. 0.5 mg/l IAA ve 4.0 mg/l ZEA igeren
ortamda ise %29.99 ile kallus olusturan eksplant
yiizdesi en diisiik seviyede olmustur. Yaprak ve
yaprak sap1 eksplantlariin her ikisi de 2.0, 4.0 mg/l
IAA ve 0.5 mg/l ZEA igeren ortamlarda %100
oraninda kallus olustururken, en diisiik kallus olusumu
yaprak sap1 eksplantindan 2.0, 4.0 mg/l ZEA ve 0.5
mg/l TIAA igeren ortamlardan elde edilmistir. Kallus
agirhigi bakimindan ise istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmasa da benzer sonuglar elde edilmistir.
En yiiksek kallus agirligi (0.79 g) 4 mg/l IAA ve 0.5
mg/l ZEA igeren ortamda kiiltiire alinan yaprak sapi
eksplantindan elde edilirken en diisiik deger (0.02 g)
her iki eksplantta da 0.5 mg/l IAA ve 2 mg/l ZEA
iceren ortamdan elde edilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda Astragalus tiirlerinde
IAA ve ZEA’nin organogenesis veya embriyogenesise
etkisine ait ¢alismaya rastlanilmamustir. 4. schizopte-
rus’da yesil-kahverenginde ve siki dokulu kalluslar
elde edilmis, ayrica 2.0 mg/l IAA ve 0.5 mg/l ZEA
iceren ortamda adventif kok olusumu gozlenmistir.

Sonug¢ ve Oneriler

A. schizopterus tiriinde yapilan denemelerde organo-
genesis veya embriyogenesis yoluyla adventif siirgiin
rejenerasyonu elde edilememistir. Tirlerin rejeneras-
yon yetenegini etkileyen faktorlerden biri de bitkinin
genotiptir. Soya (Parrott ve ark. 1989), misir (Green
ve Phillips, 1975; Beckert ve Qing, 1984), arpa (Han-
zel ve ark., 1984), bugday (Sears ve Deckard, 1982)
ve pamuk (Trolinder ve Xhixian, 1989) gibi bir ¢ok
kiiltiir bitkisinde bireysel genotiplerin rejenerasyonu
etkiledigi belirlenmistir. A. schizopterus’un genetik

olarak rejenerasyon yetenegi diisiik olabileceginden
yapilan denemelerde siirgiin rejenerasyonu elde edi-
lememis olabilir. Meristem bdlgesi igermeyen kisimla-
rin eksplant olarak kullanildigr denemelerde adventif
stirgiin rejenerasyonu elde edilemediginden A. schi-
zopterus’da siirglin rejenerasyonu elde etmek icin
koltukalti meristem bdlgeleriyle hizli cogaltim yapila-
bilir. Sivi kiiltiirler veya siispansiyon kiiltiirleri ile
farkli besin ortamlar1 kullanarak yapilacak denemeler-
de siirglin rejenerasyonu elde edilebilir. Yapilacak
denemelerde kallus olusumu i¢in oksin i¢eren ortamla-
rin ve eksplant olarak yaprak eksplantinin kullanilmas1
oOnerilebilir.
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