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Ozet: Bu arastirmada, tibbi 6zelliklere sahip endemik Astragalus trojanus Stev. bitkisinin nodal kiiltiirler
ile klonal ¢ogaltim1 amaglanmistir. Tohumlar Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda ¢imlendirilmis ve
elde edilen steril fidelerin nodal segmentleri eksplant olarak kullanilmustir. ilk olarak MS ve Woody Plant
Medium (WPM) besin ortamlarinin siirglin ¢ogaltimma etkileri arastirilmistir. Eksplantlar farkli
konsantrasyonlarda (0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) 6-benzil amino purin (BAP) igeren MS ya da WPM besin
ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiirden 4 hafta sonra en fazla siirgiin sayis1 (2.80 adet/eksplant) 0.5
mg/L BAP igeren WPM ortaminda elde edilmistir. Calismanin devaminda nodal segmentler, sitokinin
kaynagi ve konsantrasyonlarinin siirgiin ¢ogaltimina etkisini belirlemek amaciyla BAP, thidiazuron (TDZ),
kinetin (KIN)’in farkli konsantrasyonlarin1 (0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) igeren WPM temel besin ortaminda
kiiltiire alinmistir. 4 hafta sonunda elde edilen siirgiin sayilar1 bakimindan TDZ ve KIN’in benzer etki
gosterdigi, en yliksek siirgiin sayisinin (2.09 adet/eksplant) BAP’dan elde edildigi tespit edilmistir.
Rejenere siirgiinler koklenme igin 1 veya 3 mg/L indol-3-butirik asit (IBA), naftalen asetik asit (NAA) veya
indol-3-asetik asit (IAA) iceren WPM ortamlarina aktarilmistir. Kiltirden 4 hafta sonra en yiiksek
koklenme yiizdesi (%80) 3 mg/L IBA iceren WPM ortamindan elde edilirken, en fazla kok sayist (4.33
adet/eskplant) 3 mg/L TAA iceren WPM ortamindan elde edilmistir. Koklenen bitkicikler 1:1 oraninda torf
ve perlit iceren plastik bardaklara aktarilarak dig ortama basariyla alistirilmig ve tam bitki gelisimi 15 hafta
sonunda tamamlanmistir. Bu arastirma ile, Astragalus trojanus Stev. endemik tiiriinde etkili bir klonal
¢ogaltim metodu tanimlanmigtir.

Anahtar sozciikler: Astragalus, Klonal ¢ogaltim, Koklenme, Nodal segment, WPM
Micropropagation of Endemic Astragalus trojanus Stev. with Nodal Culture

Abstract: The clonal propagation with nodal cultures of the medicinal endemic plant species Astragalus
trojanus Stev. was aimed in this study. Seeds were germinated in Murashige and Skoog (MS) medium, and
the nodal segments obtained from seedlings were used as an explant. Firstly, the effects of MS and (Woody
Plant Medium) WPM nutrient media on shoot multiplication were investigated. The explants were cultured
in MS or WPM nutrient media containing at different concentrations (0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg L) 6-benzyl
amino purine (BAP). After 4 weeks from culture, the highest number of shoots (2.80 number/explant) was
obtained in WPM medium containing 0.5 mg L BAP. Nodal segments were cultured in WPM medium
containing different concentrations of BAP, thidiazuron (TDZ), kinetin (KIN) (0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg L) to
determine the effect of cytokinin source and concentrations on shoot multiplication. At the end of 4 weeks,
it was determined that TDZ and KIN had similar effect on number of shoots. The highest number of shoots
(2.09 number/explant) was obtained from WPM media containing BAP. Regenerated shoots were
transferred to WPM media containing 1 or 3 mg L* indole-3-butyric acid (IBA), naphtalene acetic acid
(NAA) or indole-3-acetic acid (IAA) for rooting. After 4 weeks from culture, the most root number (4.33
number/explant) were obtained from the WPM medium containing 3 mg L IAA, while the highest rooting
percentage was obtained from WPM medium containing 3 mg L IBA with 80%. Rooted seedlings were
transferred to plastic cups containing peat and perlite in a ratio of 1:1 and successfully acclimatized. Plant
culture was completed at 15 weeks. The effective clonal propagation method was described for the endemic
species Astragalus trojanus Stev.
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Giris

Astragalus sp. L., diinyanmin ozellikle yar1 kurak step bolgelerinde yayilis gosteren vaskiiler bitkiler
igerisindeki en biiyiik cinslerden birisidir. Diinyada 3000 civarinda taksonu olan cinsin, Tirkiye’de de
210’u endemik yaklasik 463 takson ile temsil edilen en biiytik cinslerden birisi oldugu bilinmektedir (Ding
ve ark. 2013).

Astragalus tiirlerinin kullanim alanlarindan en 6nemlisinin tip oldugu goériilmektedir. Bu bitkileri tibbi
agidan Onemli bir noktaya tasiyan oOzellik, koklerinin tibbi degeri yiiksek sekonder metabolitlerce
(polisakkaritler, saponinler ve izoflavonoidler) zengin olusudur (Bedir ve ark. 2000). Astragalus L.
tirlerinin 40’dan fazla element, ¢esitli aminoasitler, bioflavanoidler, kolin, Astragalan B, c¢esitli
polisakkaritler, folik asit igerdikleri; bundan dolayr da antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir (Agar ve ark. 2008). Cin tibbinda viicudun bagisiklik sistemini kuvvetlendirmek
icin kuvvetli bir ilag olarak kabul edilen bu bitki tiirleri, ayn1 zamanda diiiretik, kan damarlarini genisletici
ve solunumla ilgili rahatsizliklarin tedavisinde son derece etkilidir. Ayrica, yasam siiresini artirma, kanser
ve AIDS hastalarinin kismi tedavisi igin alternatif tipta kullanilmaktadir (Ekici 2000). Ulkemizde de bazi
tiirlerine ait kok 6zlerinden 16semi tedavisi ve yaralarin iyilestirilmesinde yararlanilmaktadir (Bedir ve ark.
2000).

Tibbi kullanimi disinda Astragalus tiirlerinin farkli 6zelliklerinden de yararlanilabilmektedir. Cok yillik,
dikenli tlirlerinden elde edilen kitre zamki sanayide olduk¢a genis kullanim alanina sahiptir (Uysal 1997).
Astragalus tiirlerinden bazilari meralar igin 6nemli bir baklagil yem bitkisidir. Bununla birlikte ¢ok yillik
ve yastik formunda bitkiler olmasi nedeniyle erozyonun onlenmesinde etkilidir. Cinse ait bazi tiirlerin
ekolojik toleranslar1 yiiksektir. Bu tiirler soguga, kurakliga, tuza ve hastaliklara dayaniklilik gosterirler ve
kayalik, step, galilik, orman altt ve agikligi, tarla kenarlar1 gibi farkli habitatlarda yetisebilmektedirler
(Kadioglu ve ark. 2008; Erisen ve ark. 2010).

Astragalus trojanus Stev. endemik bir tiir olup, tibbi agidan 6nemli sekonder metabolitlere sahiptir
(Mamedova ve Isaev 2004). Ozellikle, yiiksek sikloartan (cycloartane) glikozitleri icerigi ile bu bitkinin
Astragalus L. cinsinin dikkat ¢eken tiirlerinden biri oldugu belirtilmistir (Bedir ve ark 2001). Bu
ozelliklerine ragmen, uzun gelisme periyotlar1 ve kaliteli tohum olusturma kapasitelerinin az olmasi, diger
Astragalus tiirlerinde oldugu gibi A. trojanus’un da yetigsmesini zorlastirmaktadir Astragalus tiirlerinin
genel olarak tohumla iireme yeteneklerinin sinirli olmasi doku kiiltiirii ile klonal ¢ogaltim yapilmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir (Erisen ve ark. 2011; Erkoyuncu 2010). Doku kiiltiirii ile bitkilerin
mikrogogaltimi, germplasmin korunmasi ve secilmis bitkilerin hizla cogaltilabilmesi gibi sagladigi
faydalarin yani sira nesli tehlikede olan bitkilerin korunmasi, iiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik
benzerligin saglanmasi (homojenite) ve sekonder metabolitlerin in vitro yontemlerle ¢ogaltilmasi gibi ciddi
avantajlar saglar (Giibbiik ve Pekmezci 2004; Shilpashree ve Ravishankar 2009).

Astragalus tiirleri tibbi ve ticari agidan degerli olmasina ragmen, bugiine kadar yapilan ¢aligmalar sinirlh
sayida kalmigtir. Astragalus cinsine ait diger tiirlerle yapilan ¢aligmalarda A. adsurgens (Lou ve Jia 1998a,
1998b), A. cicer (Uranbey ve ark. 2003; Basalma ve ark. 2008), A. melilotoides (Hou ve Jia 2004), A.
polemoniacus (Mirici 2004), A. maxsimus (Turgut-Kara ve Ar1 2006), A. chrysochlorus (Turgut-Kara ve
Art 2008), A. schizopterus (Yorgancilar ve Erisen 2011) tiirlerinde somatik embriyogenesis ve
organogenesis yoluyla etkili bir rejenerasyon sistemi elde edildigi bildirilmistir. Oltulu (2008), Astragalus
trojanus’da hem siirgiin hem de kok olusumunun diisiikk oranlarda oldugunu bildirmistir. Nartop ve ark.
(2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise siirgiin olusum orani artirilirken, kok olusum oraninda ciddi bir
artts saglanamamigtir. Yapilan g¢alismalar incelendiginde, A. trojanus’un klonal ¢ogaltiminda, diisiik
koklenme orani ciddi bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica A. trojanus’ta klonal ¢ogaltimin
arastirildig1 bu ¢alismalarda, sadece BAP biiylime diizenleyicisinin etkisi belirlenmistir.

Bu aragtirma ile farkli temel besin ortamlart (MS, WPM) kullanarak A. trojanus bitkisinin klonal ¢ogaltimi

icin, farkli sitokinin tiplerinin (BAP, TDZ ve KIN) siirgiin ¢ogaltimina etkisinin belirlenmesi ve kdklenme
oraninin arttirtlmasi amaglanmustir.
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Materyal ve Yontem

Calismada baglangic materyali olarak kullanilan A. trojanus tohumlar1 Prof. Dr. Yiiksel Kan’dan temin
edilmigtir. Sert kabuklu olmalar1 nedeniyle (Oltulu 2008) ¢imlenebilmeleri i¢cin tohumlar bistiiri ile
cizilmistir (Yorgancilar ve Erisen 2011). Cizimden sonra tohumlarin yiizey sterilizasyonu %20’lik ticari
camasir suyunda (%50 NaOCI igeren Yetis ticari markasi) 10 dakika manyetik karistirict yardimiyla
cevrilerek yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu sonrasinda tohumlar, steril saf su ile 3 kez 5'er dakika durulama
islemine tabi tutulmus ve biiyiime diizenleyici igermeyen Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog
1962) besin ortaminda ¢imlendirmeye alinmiglardir. Rejenerasyon ¢aligmalarinda 40 giinliik steril fidelere
ait nodal segmentler eksplant olarak kullanilmistir.

Calisma iki asamadan olusmustur. {lk olarak temel besin ortamlarmin siirgiin ¢ogaltimina etkisini
belirlemek igin eksplantlar farkli konsantrasyonlarda 6-benzil amino piirin (BAP) igeren (0.2, 0.5, 1.0, 2.0
mg/L) MS ya da Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd ve McCown 1980) besin ortamlarinda Kkiiltiire
alimmigtir. Kiiltiirden 4 hafta sonra nodal segmentlerden geligen siirgiinler sayilarak eksplant bagina siirgiin
sayilar1 adet olarak belirlenmistir. Tkinci asamada ise farkli sitokinin kaynaklarinin siirgiin ¢ogaltimina
etkisini belirlemek i¢in en iyi sonucun alindigt WPM temel besin ortamina 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L BAP,
thidiazuran (TDZ) veya kinetin (KIN) eklenerek nodal segmentler ile yeni bir deneme kurulmustur.
Kiiltiiriin 4. haftasinda denemeye ait siirgiin sayilar1 adet olarak belirlenerek sonuglar degerlendirilmistir.

Rejenere siirgiinler koklenme i¢in indol-3-butirik asit (IBA), naftalen asetik asit (NAA) veya indol-3-asetik
asit (IAA) (1 veya 3 mg/L) igeren WPM ortamlarina aktarilmis ve kiiltiirden 4 hafta sonra koklenen siirgiin
yiizdesi (%), slirgiin bagina kok sayisi (adet) ve kok uzunluklari (cm) belirlenmistir.

Calismalarda MS veya WPM mineral tuz ve vitaminleri ile %3 sakkaroz iceren ve %8’lik agar ile
katilagtirilan temel besin ortamlart kullanilmistir. Besin ortamlarinin hazirliginda deiyonize saf su
kullanilmis ve besin ortamlarmin pH’st 1 N KOH ve 1 N HCI kullanilarak 5.8’¢ ayarlandiktan sonra
otoklavda 1.2 atmosfer basing altinda 121 °C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon islemi yapilmistir. Tim
kiiltiirler 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyot ve 24 °C sicakliga ayarlanmig 4LS floresans 1518a sahip
iklim dolabinda (SANYO: MLR-351H; JAPAN) muhafaza edilmistir.

Denemeler her birinin igerisinde 5 adet eksplantin bulundugu magenta kaplarinda 3 tekerriirlii olarak
tesadif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore kurulmustur. Elde edilen veriler MSTAT-C istatistik
programu kullamilarak degerlendirilmis, 6nemli farklar LSD testi ile karsilagtirilmigtir (MSTAT-C, Version
3, Michigan State University, USA).

Bulgular ve Tartisma

A. trojanus bitkisine ait steril fidelerden alinan nodal segmentler farkli konsantrasyonlarda BAP iceren MS
veya WPM besin ortamlarinda kiiltiire alindiginda, elde edilen siirgiin sayist bakimindan iki ortam
arasindaki (BO) farkliligin istatistik olarak dnemli oldugu (p<0.01) belirlenmistir. WPM, 2.08 adet eksplant
basina siirgiin sayisi degeri ile en iyi sonucun elde edildigi ortam olurken, denemede kullanilan MS besin
ortaminda eksplant basmna ortalama 1.28 adet siirgiin olustugu tespit edilmistir. Uygulanan BAP
konsantrasyonlari (Kon) ve bu konsantrasyonlarin besin ortamlari ile interaksiyonu (BOxKon) da istatistik
olarak p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Yapilan uygulamalar i¢inde en fazla siirgiin sayisi (2.80
adet) 0.5 mg/L BAP iceren WPM ortamindan elde edilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Farkli BAP konsantrasyonlari iceren MS ve WPM temel besin ortamlarinin siirgiin sayisina

etkisi
. Siirgiin Sayisi (adet/eksplant)
Besin BAP
Ortamlar1 Ortalama
0.2 mg/L 0.5 mg/L 1.0 mg/L 2.0 mg/L
MS 1.00d 1.13 cd 1.03 cd 1.97b 1.28b
WPM 2.27 ab 2.80 a 1.57 bed 1.73 bc 2.08 a
Ortalama 1.60 ab 197 a 1.30b 1.85a

LSDo.01(kon):0.49, LSD 0.01(80 x kon): 0.70)
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Bitki doku kiiltiirlerinde dikkate alinmasi gereken faktorlerden biri de ¢esitli mineral besin elementleri ve
vitaminleri igeren temel besin ortamlaridir (Ugler ve ark. 2000). Farkli tuz konsantrasyonlaria sahip besin
ortamlarmin siirglin rejenerasyonunu etkiledigi bilinmektedir. Nas ve ark. (2013), eksplantlarin morfogenik
tepkilerinde besin ortaminin 6nemli bir etkisi oldugunu ve birgok arastiricinin farkli ortamlar 6nerdigini
ifade etmislerdir. Ozellikle ¢ali formundaki ve inatc1 (recalcitrant) bitkilerde WPM’dan daha iyi sonuglarin
elde edildigi rapor edilmistir (Lloyd ve McCown 1980; Kobayashi ve ark. 2003; Lu 2005). Arastirmamizin
sonuglart degerlendirildiginde de, WPM besin ortammin MS besin ortamina gore; siirgiin ¢ogalmasi
bakimindan daha etkili oldugu belirlenmistir.

Temel besin ortamlarinin etkisi belirlendikten sonra farkli sitokinin kaynaklarinin eksplant basina siirgiin
sayisina etkisini belirleyebilmek i¢in yiiriitillen ¢aligmanin ikinci kisminda hem sitokinin kaynaklar1 (SK)
arasinda hem de uygulanan konsantrasyonlar (Kon) arasinda siirgiin ¢cogaltimi degerlendirilmis olup, SK ve
Kon ortalamalar: arasindaki fark istatistik olarak énemli bulunmustur (p<0.01). Sitokinin kaynaklari ile
uygulama konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesim (SKxKon) de istatistik olarak p<0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Siirgiin ¢ogaltimi1 bakimindan TDZ ve KIN benzer etki gosterirken, en iyi sonug (2.09 adet)
BAP’dan elde edilmistir. 0.5 mg/L BAP igeren ortam ise 2.80 adet siirgiin ile en iyi sonucu vermistir.
Siirgiin sayis1 bakimindan en diisiik degerler TDZ igeren ortamlardan (0.2 mg/L hari¢) elde edilmistir
(Cizelge 2).

Cizelge 2. WPM besin ortaminda farkl: sitokinin kaynaklarinin siirgiin sayisina etkisi

Sitokinin Siirgiin Sayisi (adet/eksplant)

Kaynag 0.2 mg/L 0.5 mg/L 1.0 mg/L 2.0 mg/L Ortalama
BAP 2.27 ab 2.80 a 157 cd 1.73 bc 2.09a
TDZ 1.67 cd 1.43 cde 1.17 de 0.90e 1.29b
KIN 1.60 cd 1.90 be 1.77 bc 1.97 be 181b
Ortalama 1.84 ab 2.04 a 150 b 153 b

LSDo.01 (sky:0.37, LSD 0.01(kon):0.43, LSDo.05 (sk x kon):0.54

Oltulu (2008) ve Nartop ve ark. (2015), A. trojanus’un siirgiin ¢ogaltiminda 0.5 mg/L BAP igeren ortamin
en iyi sonucu verdigini belirtmiglerdir. Arastirmamizda da, benzer sekilde 0.5 mg/L BAP igeren ortamda en
fazla siirgiin sayisi elde edilmistir. Astragalus cinsinin diger tiirlerinde yapilan hizli ¢ogaltim ¢aligmalarinda
farkli biiyiime diizenleyicilerinde basarili sonuglarin elde edildigi bildirilmistir. A. maximus Willd. tiirinde
en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0.5 mg/L zeatin riboside (ZR) igeren ortamdan elde edilmisken (Turgut-
Kara ve Ar1 2006), A. duranii tiiriinde en fazla siirgiin olusumunun 0.2 mg/L TDZ igeren ortamdan elde
edildigi bildirilmistir (Cocii ve ark. 2005). A. nitidiflorus’da ise 0.1 mg/L BAP igeren ortamin en iyi sonucu
verdigi rapor edilmistir (Cano-Castillo ve ark. 2009). A. schizopterus’da siirgiin sayisi bakimindan TDZ
iceren ortamlarin en iyi sonucu vermesine ragmen siirglin gelisiminin saglikli olmadig: bildirilmis ve hizli
¢ogaltim i¢in, 1 mg/L BAP igeren ortam Onerilmistir (Yorgancilar ve Erisen 2011). Tiim bu sonuglar
Astragalus cinsinde kullanilan biiyiime diizenleyici g¢esidinin ve konsantrasyonunun siirgiin g¢ogaltimina
etkisinin tiirlere gore degistigini gdstermektedir. Biiylime diizenleyiciler, siirgiin ¢ogaltimini etkileyen
onemli bir faktordiir. Doku kiiltiirinde biiylime diizenleyicilerinin bitki hiicrelerinin gelisimiyle ilgili
onemli bir ortam bileseni oldugu, sitokininlerin genellikle apikal meristem dormansisini azaltarak
meristematik eksplantlardan hem apikal hem de adventif siirgiin olusumunu uyardig: bilinmektedir (Jafari
ve ark. 2011). Eksplantlarin igsel sitokinin igerikleri, alimmlari, taginma ve metabolizmadaki etkileri
bakimindan genotipler arasi farkliliklar nedeniyle uygulanan farkl: sitokinin tipi ve konsantrasyonu, doku
kiiltiiriinde basariy1 etkilemektedir (Magyar-Tébori ve ark. 2010). Dobranszki ve Teixeira da Silva (2010),
stirgiin ¢ogaltiminin bitki tiirii, ¢cesidi veya genotipi, besin ortaminin igerigi ve bitki biiyiime diizenleyici
icerigi ve uygunlugu gibi bir¢ok faktdre bagl olarak basarilabilecegini vurgulamistir.

Rejenerasyon calismalarindan elde edilen siirgiinler, kdklenme ortamlarina aktarilmis ve kiiltiirler 4 hafta
sonra kdklenme orani, kok sayisi ve kok uzunlugu bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 3).

Koklenme orani incelendiginde, oksin kaynagi (OK) ve oksin kaynagi ile konsantrasyon etkilesimi
(OKxKaon) istatistik olarak anlamli (p<0.01) bulunurken, tek bagina oksin konsantrasyonu istatistik olarak
anlamli etki gostermemistir. Cizelge 3’te goriildigii gibi kullamilan oksin kaynaklar1 ve uygulama
konsantrasyonlari i¢inde en yiiksek koklenme oraninin %80 degeri ile 3 mg/L IBA igeren ortamlardan elde
edildigi belirlenmistir.
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Cizelge 3. Farkli oksin kaynaklarinin kdklenmeye etkisi

Oksin 'Koéklenme Oram (%) 2Kok Sayisi (adet) 3Ko6k Uzunlugu (cm)
Kaynagtn 1mg/L 3mg/L Ort. Img/L 3mg/L Ort. 1mg/L 3mg/L Ort.
IBA 66.63ab 80.00 a 73.32a 237bc 357ab 297a 290 3.20 3.05a
NAA 42.17b -C 21.08b 1.80c -d 0.90b 0.97 - 0.48 b
1AA 56.67ab 66.67ab 61.67a 173c 433a 3.03a 4.20 3.73 3.97a
Ortalama 55.16 48.89 197b 2.63a 2.69 2.31

1LSDo,ol (o|<)220.69 1LSD0,01 (OK x Kon.)129-26 2LSD0_01 O.K..)31-072 2LSDo,o1 (OK.. x Kon.):1-52

3LSDo.01 (0.k):1.07

Machakova ve ark. (2008), IBA’nin ozellikle ¢eliklerin koklendirilmesinde en yaygin kullanilan ve bitki
bilinyesinde hizlica TAA’ya doniistiiriillmekle birlikte onunla ayni etkiler gosteren sentetik bir oksin
oldugunu ifade etmistir. Dobranszki ve Teixeira da Silva (2010), kéklenmeye bir¢ok faktoriin etki ettigini,
biiyiime diizenleyicilerin gesidi ve ortamdaki konsantrasyonunun bu faktorlerden bazilart oldugunu, genotip
ve oksin konsantrasyonu arasindaki kuvvetli etkilesimin koklenme yiizdesini dnemli 6l¢iide etkiledigini
agtklamiglardir. Astragalus tiirlerinin koklenmeyle ilgili farkli tepkiler verdigi, arastiricilar tarafindan ifade
edilmistir (Erisen ve ark. 2010; Erkoyuncu 2010; Hasancebi ve ark. 2011). Hou ve Jia (2004), Astragalus
melilotoides ile yaptigi ¢alismada koklendirme igin IBA’nmin NAA’dan daha iyi sonu¢ verdigini
bildirmislerdir. Turgut-Kara ve Ar1 (2006), Astragalus maximus Wild. tiiriinde 0.2, 0.4, 0.8, 1.2 ve 1.5
mg/L NAA iceren MS besin ortamlarinda kok olusumunun gézlenmedigini belirlemiglerdir. Mirici (2004)
ise, en iyi kdklenmeyi 2 mg/L NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Cocii ve ark. (2005) benzer sekilde,
Astragalus duranii’den elde edilen siirglinlerde en iyi koklenmenin 0.5 mg/L NAA iceren ortamda
oldugunu belirtmiglerdir. Caligmada A.trojanus i¢in IBA’da daha yiiksek koklenme oraninin elde edilmesi
ve NAA’da cok diisiik oranda kdklenme goriilmesi genotipik farkliligin etkisi olarak yorumlanabilir. A.
trojanus ile yiiriitiilen bir bagka aragtirmada en iyi kéklenmenin (%17.8 ve %14.4) sirasiyla Img/L veya 0.5
mg/L IBA iceren WPM ortamlarindan elde edildigi rapor edilmistir (Oltulu 2008).

Kok sayisi incelendiginde, oksin kaynaklarinin (OK) ve oksin kaynagi ile uygulanan konsantrasyon
etkilesiminin (OKxKon) istatistik olarak p<0.01 diizeyinde, uygulanan konsantrasyonun (Kon) ise p<0.05
diizeyinde anlamli etki yaptig1 belirlenmistir. Siirgiinler, IAA igeren ortamlarda digerlerine gore fazla kok
olustururken (3.03 adet), en fazla kdk 4.33 adet ile 3 mg/L IAA igeren ortamlardan elde edilmigtir. Ayni
konsantrasyonda NAA igeren ortamlarda ise koklerin gelisemedigi ve en az kdklenmenin bu ortamda
oldugu belirlenmistir. Elde edilen kok uzunluklart incelendiginde IBA ve TAA’nin, NAA’ya gore daha
uzun kok olusumuna neden oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3). Bilylime diizenleyici ve konsantrasyon
etkilesimi arasinda istatistik olarak anlamli farklilik bulunmamakla birlikte en uzun kokler 1 mg/L IAA
iceren ortamda (4.20 cm) belirlenmistir.

Kok uzunlugu incelendiginde ise sadece oksin kaynaginin istatistik olarak anlamli etki gosterdigi (p<0.01)
belirlenmistir. Cizelge 3’te gorildigi gibi IAA igeren ortamda en uzun koklerin (3.97 cm) olustugu tespit
edilmistir.

Hasancebi ve ark. (2011), Astragalus chrysochlorus tiiriinde in vitro koklendirme i¢in IAA, IBA ve
NAA’y1 farkli konsatrasyonlarda denediklerinde, kullanilan oksinlerin koék morfolojisini etkiledigini
belirlemislerdir. IAA iceren ortamlarda olusan koklerin kalin, uzun ve daha az lateral kok olugturan yapida
olduklarini, NAA ve IBA’da ise ince kisa ve lateral kokleri daha fazla yapida koklerin olustugunu
belirlemislerdir. Calismada elde edilen sonuglar Hasancebi ve ark. (2011), sonuglarina benzerlik
gostermektedir. Benzerligin her iki ¢aligmada da Astragalus kullanilmasindan ve Dobranszki ve Teixeira da
Silva (2010)’min  belirttigi gibi biiylime diizenleyicilerin aym tiir ve genotipte benzer etkiler
olusturmasindan kaynaklanabilecegi sdylenebilir.

A. trojanus ile yapilan galigmalarda yiiksek oranlarda koklenme saglanamamustir. Oltulu (2008)’de en
yiksek koklenme, %17.8 oraninda elde edilirken, Nartop ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada bu
oran en yiiksek %26.67 olmustur. George ve Debergh (2008), mikrocogaltimda basari i¢in koklenmenin
onemli bir asama oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmada koklenmeyi arttirmak igin farkli olarak biiyiime
diizenleyici g¢esidi ve bunlarin yiiksek konsantrasyon oranlarmin etkisi arastirilmistir. IBA ve IAA biiyiime
diizenleyicilerinde konsantrasyon artisinin kdklenme oranini arttirdigir gézlenmis ve 3 mg/L IBA igeren
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WPM ortamindan %80 oraninda koklenme yiizdesi elde edilmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonda (3
mg/L) kullanilan NAA’in kdk olusumunu inhibe ettigi gorilmiistiir.

Heloir ve ark. (1997), IBA’nin Vitis vinifera’da kéklendirme i¢in uygun oksin kaynagi oldugunu ifade
etmisler ve NAA’nin kok olusumunda c¢ok etkili olmadigimi ancak kallus olusumunu sagladigini
vurgulanmistir. NAA, A. trojanus’da kallus olusturmamis, ancak kéklenmeyi engelleyerek siirgiinlerin
besin ortamlariyla temas ettikleri noktalarda dokularda siskinliklere neden olmustur. Koklenen bitkicikler
1:1 oraninda torf ve perlit igeren plastik bardaklara aktarilarak dis ortama aligtirtlmigtir (Sekil 1).
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Sekil 1. A. trojanus’da in vitro klonal ¢ogaltim: a. 0.5 mg/L BAP igeren WPM besin ortaminda gelisen
stirgtinler, b-c-d Gelisen siirgiinlerin 3 mg/L IBA igceren WPM besin ortaminda kok gelisimi, e-f.
Aklimatizasyon sonrasi 4-8 haftalik fideler, bar: 1cm.

Sonug¢ ve Oneriler

Geleneksel yontemlere kiyasla, doku kiiltiirii teknikleri ile g¢ogalttmin en Snemli avantajlarindan birisi
baslangic materyali olarak alinan eksplantdan, kisa siirede ¢ok sayida mikro siirgiiniin elde edilerek,
bunlarm in vitro ve in vivo’da kéklendirilmesi ve bu sekilde ¢ok sayida bitkinin elde edilebilmesidir (Ugler
2000). Mikrogogaltim ile elde edilen bitkiler kontrollii ¢evre kosullarinda yetistirilmekte ve bu sekilde
etken madde igerigi bakimindan daha homojen bir iiriin elde edilebilmektedir (Couceiro ve ark. 2006). Bu
yolla tibbi bitkilerde standart kalitenin basit bir sekilde artirilmasi miimkiindiir. In vitro mikrogogaltim ilag
sanayine standart bitkisel materyal saglama bakimindan yardimci bir teknik olarak kabul edilmektedir
(Motallebi-Azar ve Kazemiani 2011). Yine benzer nedenlerden dolayir mikrogogaltim tibbi bitkilerin
degerli genotiplerinin klonal ¢ogaltiminda kullanilan etkili yontemlerden biridir.

Bu caligmada A. trajanus’un in vitro siirgiin ¢ogaltimi ve rejenere siirgiinlerin yiiksek oranda
koklendirilmesi amaglanmig ve basarilt sonuglar elde edilmistir. Stirgiin ¢ogaltiminda, bu tiir i¢in 0.5 mg/L
BAP iceren WPM ortami Onerilirken, koklendirme ortami olarak da 3 mg/L IBA igeren WPM ortami
tavsiye edilebilir. Caligmada A. trojanus ile bu giine kadar yapilan ¢alismalara ilave olarak, farkli sitokinin
tiplerinin (TDZ ve KIN) siirgiin ¢ogaltimina etkisi belirlenmis ve A. trojanus’un klonal ¢ogaltiminda
onemli agsamalardan biri olan kdklenmede ciddi basar1 saglanmistir. Elde edilen sonuglar endemik olan bu
tiire ait degerli genotiplerin ¢cogaltilmasinda ve muhafazasinda kullanilabilir.
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