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Oz

Vigna caracalla L. Verdc., “izmir sarmasigr”’ olarak da adlandirilan, hos kokulu giizel gigekleriyle dikkat
¢eken bir sus bitkisidir. Bu g¢alismada, Vigna caracalla L. Verdc. bitkisinde in vitro klonal mikrogogaltimin
gerceklestiriimesi igin etkili bir protokolin gelistiriimesi amaglanmistir. Tohumlar, farkl sterilizasyon
yontemlerine maruz birakildiktan sonra MS besin ortamlarinda kiltire alinmislar. En yiiksek
sterilizasyon (%93.33) orani (%93.33); 1 dk %70 etil alkol, 4 dk %0.1 HgCl, uygulamasinin ardindan, 7
saat suda bekletilen tohumlarda elde edilmistir. En yuksek ¢imlenme ylizdesi (%95.24), Ng besin ortami
iceren 250 mL’lik erlenlerde gozlenmistir. En yiiksek ortalama stirglin uzunlugu (5.05 cm) 1 mg/L IBA +
Verdc; Invitro; Klonal g 5 mo/) BAP iceren MS besin ortaminda kiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlarindan elde edilmistir.
mikrogogaltim; Jellestirici ajan, 151k siddeti ve eksplant tipinin slirglin rejenerasyonuna etkisinin belirlenmesi igin yapilan
Cogaltim katsayisi denemelerde ise en yiiksek ¢ogaltim katsayisi (1.71) ve yaprak boyu (0.82 cm), Duchefa agar ile
katilastiriimis Ng besin ortaminda 4200 liks 1sik siddetine maruz birakilan nod eksplantlarindan elde
edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, fazla hiperhidrisite géstermeyen ve ¢ogaltim orani daha ytiksek olan
16 adet klonun mikrogogaltim denemelerinde uygun reaksiyon verdigi belirlenmistir. En yiksek kok
rejenerasyonu (%85.71), Fluka agar ile katilastirilmis N¢ besin ortamindaki 4200 liiks 151k siddetine maruz
birakilan sirgin ucu eksplantlarinda saptanmistir. Kokla siirgiinler, %70 basari ylzdesi ile aklimatize

edilmislerdir.

In Vitro Clonal Micropropagation of Vigna caracalla L. Verdc.

Abstract

Vigna caracalla L. Verdc. is an ornamental plant, having with its beautiful odorous remarkable flowers,
named as "izmir's ivy". In this study, it was aimed to develop an effective protocol for in vitro clonal
micropropagation in Vigna caracalla L. Verdc. plant. The seeds were cultured in MS medium after
exposed to different sterilization methods. The highest percentage of sterilization (93.33%) were
achieved when the seeds were soaked in 70% ethyl alcohol for 1 min, 0.1% HgCl, for 4 min and then

Anahtar kelimeler
Vigna caracalla L.

keywords kept sterilized distilled water for 7 hours. The highest percentage of germination (95.24%) was observed
Vigna caracalla L. in 250 mL Erlenmeyer flasks containing Ng medium. The highest shoot length (5.05 cm) was obtained
Verdc.; Invitro; Clonal  from shoot tip explants cultured in MS medium containing 1 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP. In the
micropropagation; experiments carried out to determine the effect of gelling agent, light intensity and explant type on
Multiplication shoot regeneration, the highest multiplication coefficient (1.71) and leaf length (0.82 cm) was achieved
coefficient in node explants cultured in N¢ medium solidified with Duchefa agar and exposed to 4200 lux light
intensity. Within the scope of this study, it was determined that 16 clones that did not show much
hyperhydricity and had higher multiplication rate gave appropriate responses for micropropagation
experiments. The highest root regeneration (85.71%) was achieved from shoot tip explants cultured in
Ne medium solidified with Fluka agar and exposed to 4200 lux light intensity. The rooted plantlets were

acclimatized with 70% success.
© Afyon Kocatepe Universitesi

1. Giris unguiculata L. Walpers), mas fasulyesi (V. radiata L.

Fabaceae (Leguminosae) familyasina ait Vigna cinsi, Wilczek) ve azuki fasulyesi (V. angularis Willd. Ohwi)
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onemli bir taksondur (Takahashi et al. 2016). Gliney
Amerika (Brezilya, Bolivya, Paraguay, Arjantin, Peru,
Ekvator ve Kolombiya) ve Orta Amerika (Guatemala,
Kosta Rika,
bolgelerine 6zgl ¢ok yilhik bir bitki olan Vigna

Nikaragua, Meksika ve Panama)
caracalla (Etcheverry et al. 2008) tirlinlin sinonim
isimleri, Phaseolus caracalla L. ve Cochliasanthus
caracalla L. dir (Int Kyn. 1). Ulkemizde “Salyangoz
asmasl”, “Salyangoz cicegi”, “Tirbuson sarmasig”,
”ZGlf-0 Aruz”, “izmir sarmasigl” ya da “Selluka”
olarak gesitli isimlerle anilan bu tiire Akdeniz ve Ege
Bolgelerinde de rastlaniimaktadir (Int Kyn. 2, Int
Kyn. 3, Int Kyn. 4) .

Bu bitkinin en dnemli 6zelligi, kokusu Stephanotis
(Madagaskar yasemini)'ne rakip olacak kadar giizel
olan orkide benzeri gicekleridir (Anderson and
Asche 1994). Haziran-Eylll aylan arasinda pembe,
eflatun, soluk sari ve beyaz renkli acan cicekleri
limon ve yasemin arasi bir kokuya sahiptir. Albenili
ciceklere sahip olan V. caracalla sarilici bir bitki
olmasi sebebiyle parmaklik, pergola ve ¢ardaklarda
kullanilmaktadir (Int Kyn. 5). Ayrica zengin besin
iceriginden dolayi yem olarak da
kullanilabilmektedir (Etcheverry et al. 2008).

Bir zamanlar izmir-Karsiyaka’nin simgesi haline
gelmis olan V. caracalla bitkisinin tohumlarinin
pahali olmasi, disiik ¢cimlenme orani (Suleiman
2003), ve ciceklerindeki tozlasma zorlugu gibi
nedenlerle Uretimi sekteye ugramis ve alternatif
Uretim  tekniklerinin

gelistirilmesine  ihtiyag

duyulmaya baslanmistir. Geleneksel c¢ogaltim
tekniklerinin yani sira, modern in vitro teknikler
bitkilerin hizli ve kontrolli kosullar altinda
cogaltilmasi icin yeni imkanlar sunmaktadir. V.
bitkisi ile ilgili kadar
doku kiltiri calismasina

rastlanilmamistir. Ancak; doku kaltirl teknikleri

caracalla bugiine

gerceklestirilmis  bir

kullanilarak Vigna cinsine ait bazi tlrler basarili bir
2016). V.
unguiculata L. (Tirk borilcesi cv. Akkiz) tiriinde

sekilde c¢ogaltilmistir (Dewir et al.

sirglin ~ meristemleri  kullanilarak  in  vitro

mikrogogaltim (Aasim et al. 2008), V. subterranea
(L.) Verdc.
rejenerasyonu (Silué et al. 2016), V. radiata L.

tirinde in vitro slirgiin  ucu
Wilczek. (Mas fasulyesi) tiriinde tuza toleransli
kallus hatlarinin jn vitro seleksiyonu ve tuza
toleransli bitkiciklerin rejenerasyonu (Rao and Patil
2012), V. mungo L. Hepper (siyah mercimek)
tirinde ise rejenerasyon calismalan ve kallus
indiksiyonu gergeklestirilmistir (Adlinge et al. 2014,
Saha et al. 2017).

Mevcut ¢alismada; V. caracalla L. Verdc. tiiriine ait
tohumlarin gimlendiriimesinden elde edilen siirgiin
ucu ve nod eksplantlarindan etkili bir klonal
mikrogogaltim prosedirinin olusturulmasi ve bu
bitkinin
amaclanmistir.

yeniden biyogesitlilige  kazandirilmasi

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitkisel materyal

Bu calismada, V. caracalla bitkisine ait tohumlar
baslangic materyali olarak kullaniimistir. Tohumlar
“Zengarden Ev ve Bahge” online satis ve paylasim
sitesinden temin edilmistir. Tohum gobbegi de
denilen hilumdan itibaren ortalama ¢aplari 0.64 cm
olan koyu kahve rengindeki sert kabuklu V. caracalla
tohumlari (Sekil 1), ylzeysel olarak steril edildikten
sonra laboratuvarda hazirlanan besin ortamlarinda
kiltire alinmiglardir. Cimlenen tohumlardan elde
edilen in vitro fideciklerin siirgin ucu ve nod
eksplantlari rejenerasyon calismalar igin eksplant
kaynagi olarak kullaniimistir.

Sekil 1. Vigna caracalla bitkisinin tohumu (Bar=0.5 cm).
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2.2. Yiizeysel tohum sterilizasyonu ve dormansinin
kirilmasi

V. caracalla bitkisine ait sert kabuklu tohumlarin
sterilizasyonu ve tohum dormansisinin kirilmasi igin
Cizelge 1'de belirtilen 4 farkli uygulama
gerceklestirilmistir. Daha sonra ylizeysel steril edilen
tohumlarin  kabuklarina bisturi ucu yardimiyla
¢imlendirmeyi kolaylastirmak amaciyla ¢izik atilmisg
ve tohumlar 30 g/L siikroz iceren ve 3 g/L Gelrite
katilastiriimis MS
(Murashige and Skoog 1962) besin ortaminda
(pH 5.8).
tekerrtrlii olarak gergeklestiriimis ve her bir

(Duchefa-Biochemie) ile

kiltire alhnmglardir Denemeler g
tekerrir i¢in 5 adet tohum kullanilmistir. Kiltirler,
16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 24 + 2
°C sicakhkta ve beyaz LED aydinlatmali 3500 liks 151k
siddetinde bekletilmislerdir.

Cizelge 1. Ylzeysel tohum sterilizasyonu ve tohum
dormansisinin kiriimasi igin saf suda bekletilerek
gerceklestirilen uygulamalar.

kaltire alinmislardir (Gelrite 3 g/L, pH 5.8). Farkli
kiltur kaplar olarak 10 mL besin ortami iceren 50
mL hacimli cam kltir tiipleri (23/24x140 mm) ve 50
mL besin ortami iceren 250 mL hacimli erlenler
kullanilmistir.  Denemeler {i¢ tekerriirli olarak
gercgeklestiriimis ve her bir tekerrlr igin 7 adet
tohum kullanilmistir. Kiltirler, 16 saat aydinlk/8
saat karanlk fotoperiyotta, 24+2 °C sicaklikta ve
beyaz LED aydinlatmali 3500 liks isik siddetinde

muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 2. Cimlenme denemeleri igin kullanilan temel
besin ortamlari ve icerikleri*.

Miktar (mg/L)

Bilegikler MS WPM N6
Makro Elementler

NHiNOs 1.650 400
KNO3 1.900 2.830
CaCl, 332,02 72,5 125,33
MgSO0a 180,54 180,54 90,27
KH2PO4 170 170 400
K2SO4 990

(NH4)2S04 - 463

Ca(NO3)2.4H,0 - 471.26
1. uygulama 2. uygulama 3. uygulama 4. uygulama Mikro Elementler
1 dk %707k 1 dk %707tk 1 dk %70k 1 dk %70'lik K 0.83 08
etil alkol etil alkol etil alkol etil alkol H3B0s 6,2 6.2 16
muamelesi muamelesi muamelesi muamelesi MnS04.H20 16,9 22,3 3,33
ZnS04.7H20 8,6 8,6 1,5
3 dk %0.1'lik 4 dk %0.1'lik 3 dk %0.1'lik 4 dk %0.1'lik N2,M00s.2H,0 0.25 0.25
HgCl, HgCl> HgCl> HgCl> azvioba.2H2 ! ! o
muamelesi muamelesi muamelesi muamelesi CuS04.5H20 0,025 0,25 -
‘ ‘ . 4 CoCl2.6H20 0,025
3 kez steril s.af 3 kez steril Saf 3 kez steril saf 3 kez steril s.af Na.EDTA 7.45
su ile  su ile  su ile  su ile FeSO..7H,0 557
durulama durulama durulama durulama €504 712 !
FeNaEDTA 36,70 36,70
Z sljlat saf suda ; sslat saf suda z sslat saf suda t3J sslat saf suda Organik Bilesikler
t t t t -
exietme exietme exietme exietme Myo-inositol 100 100 100
Nikotinik Asit 0,5 0,5 0,5
2.3. Cimlenme denemelerinin kurulmasi Pridoksin-HCI 05 05 05
Thiamin-HCI 0,1 1 1
2.3.1. Farkli temel besin ortamlari ve kiiltiir Diger Bilesikler
. . . . . Glisin 2 2 2
kaplarinin cimlenme iizerine etkisi
Sukroz 30.000 30.000 20.000

Farkli temel besin ortamlarn ve kiltir kaplarinin

tohum ¢imlenmesi Uzerine etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla ¢imlenme denemeleri
kurulmustur. Tohumlar, ylzeysel sterilizasyon icin; 1
dk etil alkolde bekletmenin ardindan 4 dk % 0.1 lik
HgCl, ile muamele edilmisler, ardindan 3 kez steril

su ile durulandiktan sonra 7 saat slireyle tohum

kabugunun yumusamasil icin saf  suda
bekletilmislerdir. Yilizeysel olarak sterilizasyonu
gerceklestirilen tohumlarin kabuklarina

¢imlendirmeyi kolaylastirmak amaciyla ¢izik atilarak
Cizelge 2’de belirtilen temel besin ortamlarinda

*MS (Murashige and Skoog 1962); WPM (Lloyd and McCown 1980), N
(Chu et al. 1975)

2.3.2. Farkli jellestirici ajanlar ve kiiltiir kaplarinin
cimlenme iizerine etkisi

Farkli jellestirici ajan ve kiltir kaplarinin ¢cimlenme
Uzerine etkisini belirleyebilmek amaciyla; yizeysel
steril edilen tohumlarin kabuklarina ¢imlendirmeyi
kolaylastirmak amaciyla c¢izik atilarak tohumlar,
Gelrite (3 g/L) veya plant agar (Duchefa-Biochemie)
(7g/L) ile katilastinlmis, 30 g/L sukroz ilave edilmis
MS besin ortami iceren cam tiplerde veya 250 mL’
(pH 5.8).

lik erlenlerde kiltire alinmislardir
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Denemeler Ug tekerrirli olarak gergeklestirilmis ve
her bir tekerrirde 7 adet tohum olacak sekilde
denemeler kurulmustur. Kiltirler, 16 saat
aydinlk/8 saat karanhk fotoperiyotta, 24+2 °C
sicaklikta ve beyaz LED aydinlatmali 3500 ks 1sik
siddetinde muhafaza edilmislerdir.

2.3.3. Farkli isik siddetlerinin ¢imlenme iizerine
etkisi

Istk  siddetinin  gimlenme (zerine etkisinin
incelenmesi amaciyla; tohumlar yizeysel olarak
steril edildikten sonra tohumlarin kabuklarina
¢imlendirmeyi kolaylastirmak amaciyla gizik atilarak
WPM (Lloyd and McCown 1980) besin ortami iceren
cam kiltur kaplarinda kiltiire ahinmislardir (stikroz
30 g/L, pH 5.8). Kiltire alinan tohumlar 16 saat
aydinhk/8 saat karanhk fotoperiyotta, 24+2 °C
sicaklikta, farkh isik siddetlerinde (3500 ve 4200
liks) muhafaza edilmislerdir. Denemeler (g
tekerrlrli olarak gercgeklestirilmis ve her bir
tekerrlr 7 adet tohum icerecek sekilde denemeler

kurulmustur.
2.4. Mikrogogaltim denemelerinin kurulmasi

Tohumlarin in vitro’ da ¢imlendirilmesi sonucunda
gelisen 14 gilinllk in vitro fideciklerden elde edilen

sirglin ucu ve nod kisimlari mikrogogaltim
c¢alismalari  icin  eksplant  kaynagl  olarak
kullanilmistir. Denemeler (i¢ tekerriirli olarak

gerceklestirilmis ve her bir tekerrir icin 7 adet
eksplant kullanilmistir. Kiltirler 16 saat aydinlik/8
saat karanlik fotoperiyotta, 24+2 °C’ de ve beyaz LED
aydinlatmali 3500 liks isik siddetinde muhafaza
edilmislerdir.

2.4.1. Farkli besin ortami kompozisyonlari ve
eksplant tiplerinin mikrogogaltim iizerine etkisi

Yaklastk 2 cm uzunlugundaki sdrgiin ucu ve nod
eksplantlari; mikrogogaltim denemeleri icin Cizelge
3’'de belirtilen besin ortamlarini (pH 5.8) iceren cam
kiltdr thplerinde kiltiire alinmiglardir.

Cizelge 3. Mikrogogaltim denemeleri i¢in kullanilan besin

ortamlari.
Temel besin Besin ortami Jellestirici ajan (g/L)
ortami kodu
MS MS
% MS
WPM 3 g/L Gelrite
WPM
% WPM
N6
7 g/L Duchefa agar (Lot. No:
N1 g/ gar (
B010856.10)
Ne N22 7 g/L Duchefa agar (Lot. No:
01209.01)
N-25 7 g/L Merck agar-agar
N-26 7 g/L Fluka agar

*MS (Murashige and Skoog 1962); WPM (Lloyd and McCown 1980), Ns
(Chu et al. 1975)

2.4.2. Farkli 151k siddetleri ve jellestirici ajanlarin
mikrogogaltim iizerine etkisi

Farkh
mikrogogaltim Gzerine etkisini belirlemek amaciyla;

stk siddetleri ve jellestirici ajanlarin
Cizelge 3’te belirtilen 5 farkl jellestirici ajan ile
katilastirilmis N¢ temelli besin ortamlarinda (pH 5.8)
kiltire alinarak 3500 liks isikta muhafaza edilen
yaklasik 2 cm uzunlugunda sirgliin ucu ve nod
eksplantlarina ilave olarak, yine ayni besin ortamlari
ve eksplant tipleri kullanilarak kaltir olusturulmus
ve kilturler 4200 luks 1sik siddetinde muhafaza

edilmislerdir.

2.4.3. Bitki biiyiime diizenleyicileri ve eksplant
tipinin mikrogogaltim iizerine etkisi

Yaklastk 2 ¢cm uzunlugundaki sirgiin ucu ve nod
eksplantlari; bitki bliyime diizenleyicileri ve
eksplant tipinin mikrogogaltim (izerine etkisinin
belirlenmesi amaci ile Cizelge 4’ de belirtilen besin
ortamlarini (pH 5.8) iceren cam kiltir tiplerinde

kilttre alinmiglardir.

Cizelge 4. Farkh konsantrasyonlarda bitki blylime
duzenleyicileri iceren besin ortamlari.

Temel besin Besin ortami Bitki biiylime duzenleyicileri

ortami kodu (mg/L)
BS1 0.25 BAP
BS2 0.5 BAP
BS3 1 BAP
BS4 2 BAP

MS HS1 0.51BA +0.5 BAP

HS2 0.51BA +1 BAP
HS3 0.5IBA +2 BAP
HS4 11BA +0.5 BAP
HS5 11BA + 1 BAP
HS6 11BA + 2 BAP
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2.5. Aklimatizasyon

Genotip korunarak yapilan klonal mikrogogaltim
denemeleri sonucunda canliligini devam ettiren 16
farkh klona ait 20 adet kdklenmis bitkicik aklimatize
edilmistir. Bunun igin kiltlir kabindan gikarilan
bitkiciklerin kokleri zarar gormeyecek sekilde su ile
yikanarak lizerindeki besin ortami ve jellestirici ajan
kalintilari uzaklastirnlmistir. Bitkicikler daha sonra
icerisinde torf bulunan 7 cm gapinda kiiglik plastik
bardaklara aktarilmistir. Saksilarin Uzerleri nem
seffaf
posetlerle ortiilmis ve aklimatizasyon isleminden 3

kaybini  6nlemek amaciyla baslangicta
glin sonra 5 dk, 5 giin sonra 10 dk ve 7 glin sonra 30
dk slireyle bu posetler her giin ¢ikarilarak hem
bitkiler sulanmis hem de havalandiriimistir. Yedinci
glin sonunda bu posetler tamamen ¢ikarilarak 13
glin boyunca sirglnler laboratuvar ortaminda agik
bir sekilde 16 saat aydinlik/8
fotoperiyotta, 2412 °C’ de ve beyaz LED aydinlatmali
3500 liks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.
Toplam 20 giiniin ardindan aklimatize olan bitkiler

daha

saat karanlik

icinde torf bulunan bliyik saksilara

aktarilmislardir.
2.6. Verilerin degerlendirilmesi

Denemeler tesadif parseleri deneme desenine gore

g tekerrirla olarak gerceklestirilmistir.
Denemelerden elde edilen verilerin ortalamalari ve
standart hatalari, SPSS 16.0 istatistik paket programi
(SPSS Inc., Chicago, USA) kullanilarak yapilmistir.
Yapilan denemelerin etkileri tek yonli varyans
(ANOVA)

sonuglarinin ortalamalari arasindaki farkhliklarin

analizi ile test edilmistir. Deneme
istatistiksel olarak anlamli bulundugu durumlarda
ortalamalarin karsilastiriilmasi Duncan testine gore
%5 hata sinirt esas alinarak yapilmis ve farkl

harflerle ifade edilmistir.
3. Bulgular

3.1. Yiizeysel tohum sterilizasyonu
denemelerinden elde edilen sonuglar

Yapilan 4 farkl sterilizasyon uygulamasi sonucunda,
3. uygulamada %86.67; 1, 2 ve 4. uygulamalarda ise
%93.33
edilmistir. Calismada ¢imlenme yiizdesi %53.33 (3.

oraninda sterilizasyon basarisi elde

ile %93.33 (2.
degisim gostermistir. 4 farkh uygulamanin gerek

uygulama) uygulama) arasinda
sterilizasyon basarisi ve gerekse gimlenme orani
etkisi istatistiki  olarak  6nemli
bulunmamistir (p=0.05) (Cizelge 5).

Uzerinde

Cizelge 5. Tohum sterilizasyon ve ¢imlenme yiizdeleri
(%).

Ortalama steril Ortalama

Uygulama no tohum yuzdesi ¢imlenen tohum

(%) + SH yuzdesi (%) + SH
1 93.33+6.67a 73.33+6.67a
2 93.33+6.67a 93.33+6.67a
3 86.67 £13.33 a 53.33+13.33a
4 93.33+6.67a 73.33+13.33a
P Degeri 0.931 0.143

*Uygulamalar Gg tekerrirli olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 5
tohum kullaniimistir. Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalama
degerler arasindaki farkhliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
P<0.05 seviyesinde 6nemlidir. SH: Standart Hata

3.2. Cimlenme denemelerinden elde edilen

sonuglar

3.2.1. Farkli besin ortamlari ve kiiltiir kaplarinin
cimlenme iizerine etkisi

Farkli temel besin ortamlari ve kdltlr kaplarinin in
vitro tohum ¢imlenmesi Uzerine etkisini belirlemek
amaclyla gergeklestirilen denemelerden elde edilen
verilere analizi sonucunda,

yapilan varyans

“cimlenen tohum ylzdesi” p<0.01 seviyesinde
onemli bulunmustur (Cizelge 6). En yiksek tohum
cimlenme ylzdesi (%95.24) Ng besin ortami iceren

erlenlerde kiltire alinan tohumlarda belirlenmistir
(Cizelge 6).

Tohum ¢imlenme denemelerinde bazi tohumlarin
coklu siurglin verdigi gbzlenmis ve bu parametre de
ayrica incelenmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda “coklu stirglin olusturan tohum yizdesi”
p<0.01 seviyesinde dnemli bulunmustur (Cizelge 6).
En ylksek coklu sirglin olusturan tohum yiizdesi
(%38.10), Ng besin ortami iceren erlenlerde kiiltiire

alinan tohumlarda goézlenmistir (Cizelge 6).

Her iki kiltlr kabindaki farkli besin ortamlarinda
kiltire alinan tohumlarin, 3 ila 30 gin araliginda
cimlendigi tespit edilmistir. Erlenlerde ¢imlenen
tohumlarin  yaprak boylarinin, cam tipte
cimlenenlere gore daha biyilk oldugu da elde edilen
veriler arasindadir (Sekil 2a ve Sekil 2b). Cimlenen
tohumlardan slrginlerin  hepsi

gelisen ¢oklu
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tohumun dip kismindan kardes surgiin seklinde
gelismistir (Sekil 3a ve Sekil 3b).

Cogaltim katsayisi cimlenen siirglinlerden elde
edilen siirglin ucu ve nod eksplantlarinin toplami
Uzerinden hesaplanmistir. Yapilan varyans analizine
gore parametresi p<0.01

seviyesinde onemli bulunmustur (Cizelge 6). En

“cogaltim katsayisi”

ylksek cogaltim katsayisi (1.71) WPM besin ortami

iceren erlenlerde kiltire alinan tohumlarda
gozlenmekle birlikte, % Ng besin ortami iceren cam
tlip ve erlende kiltiire alinan tohumlar harig diger
tiim uygulamalar en yliksek ¢ogaltim kat sayisi elde

edilen degerle ayni grupta yer almislardir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Farkli besin ortamlari ve kiltir kaplarinda
¢imlenen tohum ylzdesi (%), ¢oklu silrgln
olusturan tohum yiizdesi (%), cogaltim katsayisi.

Coklu stirgiin

. _— . Cogaltim
Besin Kultir ~ Cimlenen tohum olusturan Kat .
atsayisi +
ortami kabi yuzdesi (%) + SH tohum yiizdesi SI:
(%) + SH
Cam
. 57.13 £ 16.48 bc 23.81+4.76 ab 1.09+0.37 a
tup
MS
Erlen 61.87 +12.61 abc 4.76 £ 4.76 bc 1.47+0.33a
C
t?m 71.40+8.26 ab 0.00+0.00 c 1.00 £0.08 a
% MS P
Erlen 57.10 £ 14.30 bc 4.76 £4.76 bc 1.00£0.08 a
i?m 80.93+4.77 ab 0.00+0.00 c 1.38+0.25a
WPM P
Erlen 80.93+9.53ab 14.29 £8.25 bc 1.71+0.00 a
1 C‘?m 80.93+4.77 ab 19.05 +£12.60 bc 1.28 £0.08 a
% tip
WM Erlen 52.38+17.16 bc 0.00+0.00 ¢ 1.00+0.36a
C?m 80.93+4.77 ab 19.05 £4.76 bc 1.62+0.132a
tup
Ne
Erlen 95.24+4.77 a 38.10+9.52 a 1.48+0.29 a
i?m 33.27+9.53¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b
% Ne up
Erlen 28.50+8.26 ¢ 0.00 £0.00 ¢ 0.00 £0.00 b
P Degeri 0.003 0.001 0.000

*Uygulamalar Ug tekerrurli olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 7
tohum kullaniimistir. Ayni stitunda farkh harflerle gosterilen ortalama
degerler arasindaki farkhlklar Duncan goklu karsilastirma testine gore
P<0.05 seviyesinde 6nemlidir. SH: Standart Hata

Sekil 2. In vitro kosullarda (a) Cam tiip ve (b) erlende
¢imlendirilmis Vigna caracalla tohumlarindan
elde edilen in vitro fideciklerin gelisimleri.

4

et

- -

— ()

(b)

Sekil 3. In vitro kosullarda (a) Cam tlip ve (b) erlende
cimlendirilmis Vigna caracalla tohumlarinin dip
kisimlarindan ¢ikan kardes sirgtinler.

3.2.2. Farkli jellestirici ajanlar ve kiiltiir kaplarinin
cimlenme iizerine etkisi

Jellestirici ajan ve kiltir kabinin gcimlenmeye etkisini
belirleyebilmek amaciyla gerceklestirilen denemeler
sonucunda gimlenme oranlar %61.87-%85.71 (cam
tip*Gelrite) arasinda, c¢oklu slrgin olusturan
tohum ylizdesi %4.76-%23.81 (cam tlp*Gelrite)
ise 0.85-1.48
degisim  gostermistir

arasinda ve c¢ogaltim katsayisi
(erlen*Gelrite) arasinda
(Cizelge 7). Yapilan varyans analiz sonucuna gore
farkl jellestirici ajan ve kiltiir kaplarinin incelenen
Ug faktor lzerine etkisi istatistiki acidan 6nemsiz

bulunmustur (p=0.05) (Cizelge 7).

Agar ile katilastirlmis MS besin ortami iceren
erlenlerde olusan c¢oklu siirglnlerin bir kismi kardes
slirglin; bir kismi tek bir stirglin uzadiktan sonra Ust

758



Vigna caracalla L. Verdc. Bitkisinde In Vitro Klonal Mikrogogaltim, Giingér vd.

kisimdan ikinci bir slirglin olusumu seklinde
meydana gelmistir. Gelrite’in ilave edildigi MS besin
ortami iceren cam tiipler ile erlenlerde olusan coklu
surglinler ve agar ile katilagtirilmig MS besin ortami
iceren cam tlplerde olusan c¢oklu strglinler
tohumun dip kismindan kardes sirginler seklinde

olusmuslardir.

Cizelge 7. Farkh
uygulamalari sonucunda elde edilen gimlenen

kiltir kabi ve jellestirici ajan

tohum vyizdesi (%), c¢oklu sirgiin olusturan
tohum ylizdesi (%) ve ¢ogaltim katsayisi.

Cimlenen Coklu stirgiin
Jellestirici  Kaltur tohum olusturan Cogaltim
ajan tipi kabi yuzdesi (%) + tohum yiizdesi katsayisi + SH
SH (%) + SH
Cam 8571+826a 23.81+4.76a 1.09+0.37 a
Gelrite tiip
Erlen 61.87+ 4.77 a 476 £4.76 a 1.48+0.33a
Cam 61.87+4.77 a 476+476a 1.33:0.08a
Agar tip
Erlen 7143 +8.26a 14.29+8.25a 0.85+0.22a
P Degeri 0.109 0.139 0.465

*Uygulamalar g tekerrirlt olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 7
eksplant kullaniimigtir. Ayni stitunda farkh harflerle gosterilen ortalama
degerler arasindaki farkhliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore
P<0.05 seviyesinde 6nemlidir. SH: Standart Hata

3.2.3. Farkli 151k siddetlerinin ¢cimlenme iizerine
etkisi

Farkh 1sik siddetlerinin ¢imlenme ylizdesi Ulzerine

etkisini incelemek amaciyla yapilan deneme

sonucunda 3500 liks 151k siddetinde (%80); 4200

|Gks 151k siddetine (%60) gore daha yliksek cimlenme

ylzdesi elde edilmistir (Cizelge 8).

Cizelge 8. Farklii1sik siddeti uygulamalarindan elde edilen
¢imlenme yuzdeleri (%).

Istk siddeti Kultire alinan Cimlenen tohum
(ltks) tohum sayisi (adet) yuzdesi (%) £ SH
4200 15 60 +11.55
3500 15 80+11.55

*Uygulamalar Ug tekerrurli olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 5
tohum kullaniimistir. SH: Standart Hata

3.3. Mikrogogaltim denemeleri

3.3.1. Farkli besin ortami kompozisyonlari ve
eksplant tiplerinin mikrogogaltim iizerine etkisi

Farkli besin ortami kompozisyonlar ve eksplant
tiplerinin slirgin rejenerasyonu Uzerine etkilerini
belirlemek amaciyla gergeklestirilen denemelerden
elde edilen sonuglara gore yapilan varyans analizi

sonucunda, “ortalama silirglin uzunlugu” ve
“ortalama yaprak boyu” p<0.05 seviyesinde dnemli
bulunmustur (Cizelge 9). Eksplant basina en yiksek
ortalama siirglin uzunlugu 4.52 cm ile WPM besin
ortaminda kiltire alinan siirglin ucu eksplantlarinda
saptanmis ve bunu 4.36 cm ile % MS besin
ortaminda kultire alinan siirgiin ucu eksplantlari
takip etmistir. Her iki uygulama istatistiksel olarak
ayni grupta yer almistir. En yiksek ortalama yaprak
boyu (0,80 cm) MS besin ortaminda kiltiire alinan
surglin ucu eksplantlarinda elde edilmistir. Cogaltim
katsayisi  0.43  (N-25*slrgiin  ucu)- 1.62
(WPM*slirglin  ucu) arasinda ve
hiperhidrisite ylzdesi %9.53 (N-22*siirgiin ucu) -
%52.33
gostermistir (Cizelge 9).
sonucuna

gozlenen

(Ng*strgiin  ucu) arasinda degisim
Yapilan varyans analiz
gore farkh temel besin ortamlari,
jellestirici ajan ve kiltlr kaplarinin incelenen bu iki
faktor UGzerine etkisi istatistiki agidan ©6nemsiz

bulunmustur (p=0.05) (Cizelge 9).

Nodlardan olarak

gelismekle birlikte, ¢cok diisiik oranda da bilateral

surglinler  genellikle  tekli

sirglin olusumlar goézlenmistir. Kultire alinan
eksplantlarin 2 hafta sonundaki gelisimleri Sekil 4'de

gosterilmistir.

(@ ()

Sekil 4. Farkli besin ortami kompozisyonlarinda kiiltire
alinan (a) slirglin ucu ve (b) nod eksplantlarinin
2 hafta sonraki gelisimleri.

3.3.2. Farkli 151k siddetleri ve jellestirici ajanlarin
mikrogogaltim iizerine etkisi

Farkli besin ortami kompozisyonlar ve eksplant

tiplerinin mikrogogaltim Gzerine  etkilerini
belirlemek amaciyla gergeklestirilen denemelerden
(N6, N-21, N-22, N-25 ve N-26) elde edilen 3500 liiks

Istk siddeti verileri ile yine ayni ortamlarda kiltire
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alinarak 4200 liks 1sik siddetinde muhafaza edilen
eksplantlardan alinan veriler karsilagtiriimigtir. Elde
edilen sonucglara gore yapilan varyans analizi
sonucunda, “ortalama sirgiin uzunlugu” p<0.05
seviyesinde, “ortalama yaprak boyu”, “cogaltim
katsayisi” ve “kok rejenerasyon yizdesi” p<0.01
seviyesinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 10). Buna
gore; en yiksek ortalama sirgiin uzunlugu 3.58 cm
ile N-26 besin ortaminda kdiltiire alinarak 4200 Iiks
stk siddetine maruz birakilan siirglin  ucu
eksplantlarindan elde edilmistir. Bunu 3.57 cm ile Ng
besin ortaminda kiltire alinarak 4200 liks isik
siddetine maruz birakilan siirgiin ucu eksplantlari
takip etmistir. Her iki uygulama istatistiksel olarak
ayni grupta yer almistir. En yliksek ortalama yaprak
boyu (0.82 cm) ve en yiiksek ¢ogaltim katsayisi
(1.71) N-21 besin ortaminda 4200 liiks 1sik siddetine
maruz birakilan nod eksplantlarinda goézlenmistir
(Cizelge 10). Kok rejenerasyon orani (%85.71) ise en

yiksek N-26 besin ortaminda 4200 liks sk

siddetine maruz birakilan slrglin ucu
eksplantlarindan  elde edilmistir.  Koéklenme
denemelerinden elde edilen farkli uzunluktaki

kokler Sekil 5’de gosterilmistir. Kiltirlerde gozlenen
hiperhidrisite ylzdesi %4.96 (N26*3500*siirgiin
ucu) - %61.87 (N26*4200*sirgiin ucu) arasinda
degisim gostermistir. Varyans analiz sonucuna gore
yapilan uygulamalarin hiperhidrisite lizerine etkisi
istatistiki acidan 6nemsiz bulunmustur (p=0.05)
(Cizelge 10).

Sekil 5. Mikrogogaltim denemelerinden elde edilen in
vitro bitkiciklere ait farkl uzunluktaki kokler.

3.3.3. Bitki biiyiime diizenleyicileri ve eksplant
tipinin mikrogogaltim iizerine etkisi

Bitki buyime dizenleyicilerinin  mikrocogaltim
Gzerindeki etkisini belirlemek amaciyla yapilan
deneyler sonucunda; en yiksek ortalama sirgin

uzunlugu (5.05 cm), en ylksek ortalama yaprak

boyu (0,87 cm) ve en yiliksek cogaltim katsayisi
(1.48) HS4 besin ortaminda kiltiire alinan siirgiin
ucu eksplantlarindan elde edilmistir (Sekil 6). En
yliksek hiperhidrisite ylzdesi %47.6 olarak;
BS2*slirglin ucu, BS3*nod, HS1*nod, HS6*slrgiin
ucu kombinasyonlarinda belirlenmistir (Cizelge 11).
Yapilan varyans analizi sonucunda bitki bilylime
diizenleyicisi ve eksplant tipinin “ortalama siirgiin
uzunlugu” Gzerine etkisi p<0.05 seviyesinde dnemli
bulunurken, “ortalama yaprak boyu”, “cogaltim
katsayisi” ve “hiperhidrisite ylizdesi” Uzerine etkisi
istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur (p=0.05)
(Cizelge 11).

Sekil 6. HS4 besin ortaminda kdltiire alinan silrglin ucu
eksplantindan gelisen in vitro stirgin.

3.4. Aklimatizasyon denemeleri

Denemeler sonucunda genotipi korunarak elde
edilen 16 klona ait 20 bitkicik aklimatize edilmis, 20.
glnidn sonunda 9 klona ait 14 adet bitkicik ile %70
canhlik oranina ulasilmistir (Sekil 7). Siurglin ucu
kokenli 11 adet aklimatize edilmis bitkilerde yasama
orani %72.7 iken; 9 adet nod kokenli aklimatize
edilen bitkilerde yasama orani ise %66.7 olarak

belirlenmistir.

Sekil 7. Saksilara aktariimis bitkiler.

760



Vigna caracalla L. Verdc. Bitkisinde In Vitro Klonal Mikrogogaltim, Giingér vd.

Cizelge 9. Farkh besin ortami kompozisyonlarinda kiiltiire alinan siirglin ucu ve nod eksplantlarindan elde edilen

eksplant basina ortalama sirgln uzunlugu (cm), ortalama yaprak boyu (cm), g¢ogaltim katsayisi ve

hiperhidrisite ylizdesi (%).

Besin Eksplant tipi Ortalama siirglin Ortalama yaprak Cogaltim katsayisi Hiperhidrisite ylzdesi
ortami uzunlugu (cm) + SH boyu (cm) £ SH +SH (%) £ SH

MS Surglin ucu 2.81+0.38 abc 0.80+0.33a 1.24+0.24a 33.30+£9.50a
Nod 3.08 + 0.65 abc 0.60 + 0.33 abcd 1.24+031a 28.57+8.23a

% MS Sarglin ucu 4.36+0.58a 0.68+0.21 ab 1.52+0.42a 19.03+12.58a
Nod 2.85+0.72 abc 0.36 + 0.08 abcde 0.98+0.28a 28.57+8.23a

WPM Sarglin ucu 4.52+0.69a 0.48 £ 0.08 abcde 1.62+0.35a 23.80+12.59a
Nod 3.31+0.63ab 0.56 + 0.24 abcde 1.19+042a 42.83+8.23a
% WPM Surglin ucu 3.76£0.80 ab 0.65 +0.19 abc 1.29+0.30a 42.83+8.23a
Nod 2.48 £ 0.05 bc 0.25 + 0.08 bcde 0.95+0.09a 38.07+4.73 a
Ne Siurgiin ucu 3.19+0.97 ab 0.43 £ 0.19 abcde 1.10+0.33a 52.33+4.77a

Nod 2.70+0.51 abc 0.08 £ 0.05 de 1.14+0.08 a 23.80+12.59a
N-21 Sirgiin ucu 2.81+0.80 abc 0.43 £ 0.13 abcde 0.81+0.10a 1430+ 8.26a
Nod 2.24£0.25 bc 0.11+0.02 de 0.90+0.13a 33.30+£9.50a
N2 Sidrgiin ucu 2.40 £ 0.53 bc 0.37 £ 0.04 abcde 0.76 £0.10 a 9.53+4.77a

Nod 2.14+0.21 bc 0.14 £ 0.07 bcde 0.86+0.00a 23.80+12.59a
N-25 Sdrglin ucu 1.24+0.46¢c 0.12+0.10 cde 0.43+0.14a 23.83+4.77a
Nod 1.95+0.28 bc 0.11+0.04 de 0.76+0.13a 33.33+4.73a

N-26 Sdrgiin ucu 2.43+0.34 bc 0.39 £ 0.08 abcde 1.00+0.08 a 23.80+17.15a
Nod 2.12+0.13 bc 0.05+0.01e 0.86+0.08a 23.83+4.77a

P Degeri 0.023 0.028 0.144 0.256

*Uygulamalar (g tekerrirli olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 7 eksplant kullaniimistir. Ayni situnda farkh harflerle gosterilen ortalama degerler

arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére P<0.05 seviyesinde 6nemlidir. SH: Standart Hata

Cizelge 10. Farkl jellestirici ajanlarla katilastiriimis besin ortamlari ve farkli 1sik siddetlerinde kdltlre alinan sirgiin ucu

ve nod eksplantlarindan elde edilen ortalama slirgiin uzunlugu (cm), ortalama yaprak boyu (cm), ¢ogaltim

katsayisi, kok rejenerasyon ylzdesi (%), hiperhidrisite yuzdesi (%).

. Isik Ortalama slrgiin . L . N
Besin X i . . Ortalama yaprak Cogaltim Kok rejenerasyon Hiperhidrisite
siddeti Eksplant tipi uzunlugu (cm) B . . .
ortami (liks) SH boyu (cm) + SH katsayisi + SH ylzdesi (%) + SH ylzdesi (%) + SH

3500 Surglin ucu 3.19+0.97 ab 0.43+0.19abcde  1.10+0.33 bc 42.86 + 16.50 bcde 52.33+4.77a
Ne Nod 2.70+£0.51 abc 0.08 £0.05 e 1.14 +0.08 bc 28.57 + 8.25 cdef 23.80t12.59a
4200 Surglin ucu 3.57+048a 0.68+0.17 ab 1.194£0.29 abc 28.57 +21.82 cdef 42.83+16.48a
Nod 2.74 +0.32 abc 0.23+0.13 cde 1.28+0.17 ab 9.52 £9.52 ef 28.57+14.27 a

3500 Surglin ucu 2.81+0.80 abc 0.43+0.13abcde  0.81+0.10 bed 47.62 +9.52 bed 14.30+8.26a

N-21 Nod 2.24 £0.25 abc 0.11+0.02e 0.90 £ 0.21 bcd 9.52 +4.76 ef 33.30+9.50a
4200 Surglin ucu 2.89+0.81ab 0.46+0.26 abcde  1.09+0.33 bc 57.14 £ 8.25 abc 19.03+12.58a

Nod 3.14+0.20 ab 0.82+0.21a 1.71+0.25a 71.43 £8.25ab 42.83+823a

3500 Surglin ucu 2.40+0.53 abc 0.37 £ 0.05 bede 0.76 £ 0.10 bed 28.57 + 8.25 cdef 9.53+4.77a
N-22 Nod 2.14+0.21 abc 0.14 £ 0.07 cde 0.86 + 0.00 bed 0.00 £+ 0.00 f 23.80+12.59a
4200 Sargiin ucu 3.19+0.47 ab 0.56+0.12 abc 1.24+0.13 ab 33.33 £ 12.60 cdef 33.33+19.03a

Nod 1.86 £ 0.04 bc 0.05+0.05e 0.81 % 0.05 bed 0.00 +0.00 f 23.83+4.77a

3500 Sargin ucu 1.24+047c 0.12+0.10de 0.43+0.14d 9.52 +9.52 ef 23.83+4.77a

Nod 1.95+0.28 abc 0.11+0.04 e 0.76 £ 0.13 bed 9.52 +£9.52 ef 33.33+0.00a
N-25 4200 Sargin ucu 1.79+0.14 bc 0.19 £ 0.05 cde 0.62+0.09 cd 42.86 1 0.00 bcde 28.53+14.27a

Nod 2.88+0.76 ab 0.15 + 0.07 cde 1.05 £ 0.05 bc 33.33 £ 12.60 cdef 9.53+9.53a

3500 Sargin ucu 2.43 +£0.34 abc 0.39+ 0.07 bcde 1.00 £ 0.08 bc 52.38 +£4.76 bcd 23.80+4.68 a

N-26 Nod 2.12+0.13 abc 0.05+0.01e 0.86 + 0.08 bed 19.05 + 4.76 def 23.83+4.77a
4200 Sargin ucu 3.58+0.26 a 0.73+0.17 ab 1.24+0.13 ab 85.71+8.25a 61.87+19.07 a
Nod 3.39+0.20ab 0.53 £ 0.15 abcd 1.33+0.13 ab 38.10 £ 17.17 bcde 33.30+17.15a

P Degeri 0.026 0.000 0.002 0.000 0.125

* Uygulamalar tg tekerrurli olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 7 eksplant kullanilmigtir. Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalama degerler

arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore P<0.05 seviyesinde 6nemlidir. SH: Standart Hata
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Cizelge 11. Farkli konsantrasyonlarda bitki bilyime diizenleyicileri iceren MS temelli besin ortamlarinda kiltiire alinan

stirgiin ucu ve nod eksplantlarindan elde edilen ortalama siirgiin uzunlugu (cm), ortalama yaprak boyu (cm),

cogaltim katsayisi ve hiperhidrisite ylzdesi (%).

Ortalama siirgiin

Ortalama yaprak Hiperhidrisite

. - o Cogaltim . .
Besin ortami Eksplant tipi uzunlugu (cm) £ boyu (cm) + SH yuzdesi (%) + SH
SH katsayisi + SH

BS1 Suirguin ucu 2.57 £0.52 bcd 0.15+0.04a 0.95+0.17 a 28.53+8.23a
Nod 1.67 +0.07 cd 0.11+0.04a 0.71+0.00a 33.33+4.73a

BS2 Suirguin ucu 2.71+0.59 bed 0.33+0.07a 1.00+0.08 a 47.60+9.50 a
Nod 2.31+0.29 bed 0.19+0.09a 0.90+0.13a 42.80+0.00 a

BS3 Stirguin ucu 2.60 £ 0.79 bcd 041+0.20a 1.05+0.27 a 33.30+9.50a
Nod 2.45+0.29 bed 0.33+0.17a 0.81+0.05a 47.60+12.59a

Bsa Siirguin ucu 1.55+0.15 cd 0.26 £0.08 a 0.57+0.08a 38.10+£9.50a
Nod 2.05+0.41 bed 0.24+0.13a 0.81+0.17a 42.83+16.48a

Hs1 Sirgiin ucu 3.19 £ 0.60 bcd 0.20+0.03a 1.10+0.25a 29.47+13.33a

Nod 2.10+0.08 bcd 0.12+0.01a 1.00+0.22a 47.60+9.50 a

HS2 Sdrgiin ucu 3.74+0.64 ab 0.37+0.14a 1.05+0.21a 28.57+8.23a

Nod 2.00 +0.18 bcd 0.13+0.01a 0.81+0.05a 33.33+4.73a

Hs3 Surglin ucu 3.48 £ 0.56 abc 0.39+0.18a 1.00+0.17 a 28.57+8.23a
Nod 1.71+0.18 cd 0.13+0.05a 0.76 £ 0.05 a 42.83+14.27a

Hsa Sdrglin ucu 5.05+1.67a 0.87+0.42a 1.48+0.48a 28.60+0.00 a

Nod 2.74 +0.63 bed 0.38+0.16a 0.95+0.17a 33.30+£9.50a

HSS Surglin ucu 3.21+0.81 bed 044+0.10a 1.05+0.21a 42.83+8.23a

Nod 1.74+0.16 cd 0.13+0.04a 0.71+0.08a 42.80+0.00 a

HSE Surglin ucu 2.34+0.33 bed 0.18+0.09a 0.71+0.08a 47.60+12.59a

Nod 1.33+0.21d 0.11+0.09a 0.67+0.13a 42.83+8.23a

P Degeri 0.013 0.092 0.297 0.886

*Uygulamalar (g tekerrirli olarak yapilmis ve her bir tekerrir igin 7 eksplant kullaniimistir. Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalama degerler

arasindaki farkliliklar Duncan goklu karsilastirma testine gére P<0.05 seviyesinde 6nemlidir. SH: Standart Hata

4, Tartisma ve Sonug

Tohumlar, ait olduklari poptllasyonun genetik yapi
ve cesitliligini temsil ettikleri icin in vitro kiltirlerin
kurulmasinda baslangi¢ materyali olarak
kullanimlari agisindan tercih edilirler (Hayta et al.
2017). Cahsmamizda da oldugu gibi, simdiye kadar
Vigna cinsi ile yapilan bircok doku kaltiri
calismasinda tohum, baslangic materyali olarak
kullanilmistir (Aasim et al. 2008, Aasim et al. 2011;
Rao and Patil 2012, Adlinge et al. 2014, Silué et al.
2016, Saha et al. 2017). V. caracalla gibi sert ve su
gecirimsiz bir tohum kabuguna sahip bitkilerde,
tohum kabugu; cimlenme icin mekanik bir engel
teskil ederek, suyun emilimini ve bazen de gaz
alisverisini onleyebilir (Hayta et al. 2017). Bu tip
tohum kabugu iceren tohumlarda dormansiyi
kirmak, cimlendirmeyi kolaylastirmak ve ¢cimlenme
oranini arttirmak amaciyla; sicak suyla muamele,
asit gibi ¢ozeltilerle veya keskin bir bicak yardimiyla
tohum kabugunun asindiriimasi (skarifikasyon),
tohumlari su veya ozmotik ¢ozeltide bekletme gibi
cesitli yontemler kullanilabilmektedir. Boylelikle

tohumun suyu c¢ekmesi saglanarak c¢imlenme

slrecinin baslamasina yardimci olunmaktadir (Hayta
et al. 2017, Marty and Kettenring 2017). Mevcut
calismada ¢imlenmeyi kolaylastirmak ve ¢imlenme
oranini arttirmak amaciyla tohum kabugunun
yumusatilmasi icin tohumlar ylzeysel sterilizasyon
isleminden sonra 3 ve 7 saat slreyle steril suda
bekletilmislerdir. Uygulama sonucunda 7 saat suda
bekletilen kabuklarin  daha

yumusadigl ve hatta bisturi yardimiyla daha kolay

tohumlarda fazla
cizildigi belirlenmistir. On ikinci glnin sonunda
yapilan gozlemler sonucunda, 4 dk %0.1’lik HgCl;
¢Ozeltisi ile steril edildikten sonra 7 saat steril suda
bekletilen ve daha sonra cizilerek kiiltire alinan
tohumlarda sterilizasyon ve gimlenme orani %93.33
gibi oldukg¢a yiiksek bir oranda gerceklesmistir
(Cizelge 5). V. caracalla’nin sera kosullarinda disuk
c¢imlenme oraninin oldugunun bilinmesi elde edilen
bu sonucun basarih oldugunu géstermektedir.

Bitki doku kltlrlerinde basariyi etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri kiltir icin en uygun temel besin
ortaminin belirlenmesidir. Uygun besin ortaminin
bitki  tUrd
bitki doku
onemlidir. Bitki turleri, besin ihtiyaclari bakimindan

belirlenmesinde veya ¢esidine

uygulanacak olan kiltaria  teknigi
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genellikle  farkl gesitli  besin

ortamlarina farkh tepkiler verirler (Shirin et al.

olduklari igin

2015). Mevcut arastirmada, hem in vitro ¢imlenme
hem de mikrogogaltima en uygun temel besin
ortaminin  belirlenmesine

yonelik  calismalar

yuratilmugtar.

V. caracalla tohumlarinin in vitro gimlenmesiicin en
uygun temel besin ortaminin arastirildigi denemede
MS, % MS, WPM, % WPM, N, % Ns temel besin
ortamlari kullanilmis ve en yiiksek ¢cimlenme orani
Ne temel besin ortaminda kiltire alinan tohumlarda
gozlenmistir (Cizelge 6). Ng besin ortaminda KNOs
miktart MS besin ortamina gére daha fazladir ve
WPM besin ortami azot kaynagl olarak farkh
bilesikler icermektedir. Azot bitki yasami igin
onemlidir ve ¢ogunlukla bitkiler tarafindan nitrat
(NOs7) formunda alinmaktadir. Hem proteinlerin
hem de nikleik asitlerin bilesenini olusturmaktadir
(Bayraktar et al. 2020). Besin ortamina eklenen
azotun formu ve miktari kultlrd etkilemektedir.
Besin ortamlarinda azot; nitrat, amonyum tuzlari,
aminoasitler ve kompleks organik bilesikler
formunda yer almaktadir (Shirin et al. 2015). Yiiksek
konsantrasyonda amonyum  iyonunun  gizli
toksisitesi ve ortam pH'inin kontrollnin saglanmasi
amaciyla, besin ortamlarinin ¢ogu amonyum
iyonlarindan daha fazla nitrat icerir (Bayraktar et al.
2020). Nitrat iyi bir azot kaynagidir, ¢clinkii hiicreler
tarafindan kolayca alinir, metabolize edilir ve ayrica
tohum dormansisinin kirilmasinda da etkilidir (Shirin
et al. 2015). KNOs'lin tohum embriyosunda birikerek
ozmotik etki olusturdugu ve embriyonun su ve hatta
oksijen alinimini arttirabildigi, ayrica, nitratin
indirgenmesinin protein sentezini destekledigi ve
buna baglh olarak da embriyo bliyiimesinin devam
etmesini sagladigi rapor edilmistir (Mclntyre et al.
1996).

oraninin

Ne besin ortamindaki yiksek c¢imlenme

boyle bir etkiden kaynaklandig

disinilmektedir.

Mikrogogaltim icin en uygun temel besin ortaminin
arastirildigi denemelerde ise en yiksek eksplant
basina ortalama siirglin uzunlugu, sirasiyla strgin
ucu*WPM (4.52 cm) ve surgin ucu*1/2 MS (4.36
cm) kombinasyonlarinda elde edilmistir. Besin

ortamlarinda makro ve mikro elementlerin

yetersizligi bitki hicre ve dokularinin bliyiime ve

gelismeleri  icin  olumsuz  etkilere  neden
olabilmektedir (Girel vd. 2013). Ng besin ortaminin
makro ve mikro besin elementi icerigi MS ve WPM
besin ortamlarina gore ¢ok daha diisiik kalmaktadir
(Cizelge 2). Bu nedenle, Ng besin ortami V. caracalla
tohumlarinin in vitro gimlenmesiigin en uygun besin
ortami olmasina ragmen, mikrogogaltim agisindan
diger temel besin ortamlarina gore daha disuk
tepkiler vermistir. Cogaltim katsayisi
mikrogogaltimda 6nemli bir faktordiir. Her ne kadar
¢ogaltim katsayisi uygulamalar arasinda istatistiki
acidan farklihk gostermese de “ortalama siirgiin
uzunlugu”, “ortalama yaprak boyu” ve “gogaltim
katsayisi” faktorleri birlikte dislinildiginde V.
caracalla tirinin mikrogogaltiminda MS, 1/2 MS,
WPM besin ortamlarinin daha uygun oldugu ifade
edilebilir. Gulati ve Jaiwal (1992) tarafindan V.
radiata (L.) Wilczek tlrinde gergeklestirilen siirglin
rejenerasyon c¢alismasinda; B5 vitaminleri ile
desteklenmis MS besin ortaminda elde edilen
ortalama surgin uzunlugu (5.5 cm), ¢alismamizda
elde edilen en yiksek ortalama siirglin uzunlugu
(4.52 cm) ile benzerlik gostermektedir. Mevcut
calismada, en yiksek cogaltim katsayisi (1.62), WPM
besin ortaminda kiiltire alinan sirglin  ucu
eksplantlarindan elde edilmis ve bu veriler Diallo vd.
(2008) tarafindan V. unguculata tiriinde MS besin
ortaminda elde edilen ortalama sirglin uzunlugu
(4.21 cm) ve cogaltim katsayisi (1.81) ile uyumlu
bulunmustur. Gulati ve Jaiwal (1994) tarafindan
gerceklestirilen ve farkli bir tir olan V. radiata (L.)
Wilczek'de MS besin

ortaminda katsayisi ise 1

B5 vitaminleri iceren

¢ogaltim olarak

belirlenmistir.

In vitro kilturler; kiltir kabi tipi, eksplant ile kiltir
kapagi arasindaki bosluk, kiltir kapaginin gaz
gecirgenligi gibi faktorlerden etkilenebilmektedir
(Bayraktar et al. 2015). Farkh kaltlr kaplari ve temel
besin ortamlarinin ¢imlenme lzerine etkisini
belirlemek amaciyla yapilan denemelerde, en
yuksek cimlenme yiizdesi Ng besin ortami iceren
erlenlerde kiiltire alinan tohumlarda elde edilmistir
(Cizelge 6). Ancak 1/2 MS ve 1/2 WPM besin
ortamlari kendi iclerinde degerlendirildiklerinde ise
cam tiplerde cimlenme orani erlenlere gore daha

yuksek bulunmustur. WPMve 1/2 Ng besin ortamlari
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kendi iglerinde degerlendirildiginde ise her iki kiltur
kabinda da gimlenme oranlari hemen hemen ayni
olmustur. Bu denemede kiiltiir kabindan ziyade,
besin ortamlarinin gimlenme yizdelerinde farklilik
olusturdugu distnilmektedir. Kiltlr kabi ve farkh
jellestirici ajanlarin  cimlenme (zerine etkisini
belirlemek amaciyla yapilan bir diger ¢calismamizda
bu faktorlerin ¢cimlenme Uizerine etkili olmadiklar
belirlenmistir (Cizelge 7). Her iki denemede de
erlenlerde gelisen in vitro fideciklerin yaprak
boyutlarinin cam tliplere gére daha biyilk oldugu
gozlenmistir (Sekil 2a ve Sekil 2b). Bazi ¢alismalarda
kiltir kabir hacim artisina bagli olarak yaprak
bilyilklaginin de arttig rapor edilmistir (McClelland
and Smith 1990, Bayraktar et al. 2015). Bu nedenle,
erlenlerde gelisen in vitro fideciklerde yaprak
blylkliginin daha fazla olmasi erlen hacminin
olmasindan

daha fazla kaynaklandigi

disinidlmektedir.

Isik, bitki gelisiminde 6énemli bir rol oynamaktadir.
Hem 1sik yogunlugu hem de 1sik kalitesi bitkilerde
morfogenezin  uyarilmasinda  onemlidir.  Isik;
kloroplast olgunlasmasi, yaprak sekli ve biylme
yoni gibi bitki gelisimindeki bircok sireci
etkilemektedir (Reuveni and Evenor 2007). Mevcut
calismada 2 farkl 1sik siddetinin (3500 ve 4200 liiks)
¢imlenme ve mikrogogaltim Uzerine etkileri
incelenmistir. Tohum ¢imlenme denemelerinde,
3500 liks 1sik siddetine maruz birakilan tohumlarda
4200 likse maruz birakilan tohumlara goére daha
yliksek cimlenme vyizdesi (%80) elde edilmistir
(Cizelge 8). Mikrogogaltim denemelerinde ise, en
(3.58 ve
3.57cm), “cogaltim katsayisi” (1.71) ve “ortalama
yaprak boyu” (0.82 cm) 4200 liks 1sik siddetine
maruz birakilan eksplantlardan elde edilmistir

(Cizelge 10).

yliksek “ortalama silirgiin uzunlugu”

Bitki doku kaltirlerinde

yonlendirmek Gzere farkli tiplerde ve dozlarda bitki

rejenerasyonlari

blylime dizenleyicileri besin ortamlarina ilave
(Garel vd. 2013).
genellikle coklu siirglin olusumunu desteklemek

edilirler Mikrogogaltimda
amaciyla ya sitokininler tek basina veya oksinlerle
birlikte besin ortamlarina eklenirler (Rock-Okuyucu
2016).
internodyumlarin uzamasi, fotoperiyodizm, apikal

et al. Oksinlerin dogada, govde ve

dominansi, absisyon, koklenme gibi cesitli fizyolojik
olaylarla iliskili oldugu ve doku kiltirlerinde ise
hicre boélinmesi ve uzamasi ile kallus olusumunu
tesvik etmek ve kok farkhlasmasini saglamak
amaciyla kullanildigi bilinmektedir. DNA’yi olusturan
molekillerden biri olan adenin tirevi olan
sitokininler, biylme ve gelismeyi tesvik etmek igin
kullanilirlar. Oksinlerle birlikte kullanildiklarinda ise
genellikle hiicre boliinmesini desteklerler. Yeniden
farklilasma (redifferentiation), bitki rejenerasyonu
ve siirgiin cogaltiminda etkilidir. Apikal dominansiyi
azaltarak, koltuk alti (aksiler) sirgiin olusumunu
desteklerler (Girel vd. 2013). Mevcut calismada BAP
tek basina veya BAP + IBA kombinasyonu seklinde
farkh

mikrogogaltim Uzerine etkileri incelenmistir. En

dozlarda besin ortamina ilave edilerek
yuksek “ortalama silrglin uzunlugu” (5.05 cm),
“cogaltim katsayisi” (1,48) ve “yaprak boyu” (0.87
cm) 1 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP ile desteklenmis MS
besin ortaminda (HS4) kiltiire alinan slrglin ucu
eksplantlarindan elde edilmistir (Cizelge 11). Besin
ortamindaki oksin + sitokinin kombinasyonunun
orani rejenerasyonun yoniini belirlemektedir. En
ylksek slirgin uzunlugu ve yaprak boyunun elde
edildigi
sitokinin oranindan (BAP) fazla olmasi, boy uzamasi

besin ortaminda oksin (IBA) oraninin

ve vyaprak boyu uzamasini bitki blyime
diizenleyicisi iceren diger ortamlara goére daha fazla
tesvik etmis olabilir. Clinkl yukarida da belirtildigi
gibi oksinlerin gerek hiicre béllinmesi ve uzamasini
ve gerekse de govde ve internodyumlarin uzamasini

sagladigl bilinmektedir.

En yiksek kok rejenerasyonu (%85.71), N-26 besin
ortaminda kilttre alinip 4200 liks 1sik siddetine
maruz birakilan sirgliin eksplantlarindan elde
Adlinge vd. (2014)

gerceklestirilen bir calismada, bitki

edilmistir. tarafindan

blylime
diizenleyicisi icermeyen besin  ortamlarinda
koklenme elde edilememistir. 0.1-0.25 mg/L NAA
veya IBA ile desteklenmis 1/2 MS besin ortamlarinda
ve 3000 liks

eksplantlarda en yiksek koklenme ylzdesi %76.6

stk siddetinde kiltire alinan

olarak elde edilmistir. Mevcut calismada Ne¢ temelli
besin ortaminda 4200 liks 1sik siddetinde kiltire
alinan silrgiin ucu eksplantlarinda, Adlinge vd.
(2014) tarafindan V. mungo L. Hepper tlrinde

764



Vigna caracalla L. Verdc. Bitkisinde In Vitro Klonal Mikrogogaltim, Giingér vd.

yapilan ¢alismadan daha yliksek kdklenme yiizdesi
elde edilmistir. Diallo vd. (2008) tarafindan V.
Walp. tirinde gergeklestirilen
¢alismada ise bitki blylime dlzenleyicisi icermeyen
yari glcte MS besin ortaminda %41.60 oraninda
koklenme elde edilmistir. Bitki bliyime dizenleyicisi

unguiculata L.

icermeyen besin ortaminda ekstra bir in vitro
koklendirme asamasina gerek duyulmadan sirgin
gelisimi ile birlikte koklenmenin gerceklesmesi
mikrocogaltim acgisindan avantaj olusturmaktadir.

Mevcut c¢alismada V. caracalla bitkisinin slrgiin
rejenerasyonu esnasinda gozlemlenen en biylk
problemlerden biri hiperhidrisitedir. Hiperhidrik
olan surglnler, hiperhidrisite gostermeyenlere
nazaran daha ylksek su icerigine sahiptirler. Bu
yuzden hiperhidrisite durumunda vyapraklar ve
govde seffaf ve camsi bir goriinim almakta ve bu
durum bir¢cok bitkinin mikrogogaltiminda ciddi
teskil
Hiperhidrisitenin baslica sebepleri olarak; dislik

fizyolojik  bir  problem etmektedir.
agar konsantrasyonu ve agar ¢esidi, kullanilan temel
besin ortami, bazi sitokininler ve onlarin yiksek
konsantrasyonlari, yliksek NH,4 seviyeleri ve dusik K
seviyeleri, kultir kabi igerisindeki yiksek nem ve
etilen ve karbondioksit gibi gazlarin birikmesi gibi
nedenler gosterilmektedir (Bayraktar 2013). Mevcut
calismada, kullanilan temel besin ortami, eksplant
tipi, 1sik siddeti, agar ¢esidi ve konsantrasyonu, bitki
blylime dizenleyicileri hiperhidrisite oranlarinda
bir farklilik olusturmamis ve mikrogogaltim amaciyla
hiperhidrisite ile

yapilan tim denemelerde

karsilasiimistir.  Mikrogogaltim  denemelerinde
kiltir kabr olarak tip kullanilmistir.

olusturulduktan

Kaltlrler
sonra tip kapaklarinin etrafi
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla streg¢ film ile
kaplanmistir. Bu nedenle,kiiltir kabinda yogun bir
nem olustugu ve gaz alisverisinin engellenmesiyle
etilen ve karbondioksit gibi gazlarin biriktigi ve bu
durumun kdltirlerde hiperhidrisiteye sebep oldugu
disandlmastar.

Hiperhidrisite slrecinin bazi bitkilerde geri
dondirlebilir oldugu ve seraya transfer edildikten
sonra hiperhidrik sirginlerin olusturdugu vyeni
surglinlerin veya yapraklarin, normal bitkilerinkine
yakin bir morfoloji ve anatomiye sahip olabildikleri

bilinmektedir (Bayraktar 2019). Mevcut calismada,

hiperhidrisite problemine sahip bazi klonlarin
aklimatizasyonu sonrasinda, bu problemin elimine
edildigi gozlemlenmistir. In vitro kosullarda elde
edilen 20 adet koklu siirglin segilerek aklimatize
edilmis ve % 70 oraninda aklimatizasyon basarisi
elde edilmistir. Basari ile aklimatize edilen bitkiler
saksilara aktarilmistir. Silué vd. (2016) tarafindan
gerceklestirilen calismada, V. subterranea L. Verdc.
tird %70 basari oraniyla aklimatize edilmistir. V.
Hepper %70-75
aklimatizasyon basarisi elde edilmistir (Adlinge et al.
2014).

basarisi

icindedir.

mungo L. tiriinde ise

Bu calismada belirlenen aklimatizasyon
bu arastirmacilarin  bulgulariyla uyum

Sonug¢ olarak; yapilan g¢alisma, Vigna caracalla
bitkisinde gergeklestirilen ilk in vitro ¢alisma olma
ozelligi tasimaktadir. Bu sebeple elde edilen veriler
bundan sonra yapilacak calismalara yol gosterici
olacaktir. Calisma sonucunda ulasilan veriler 1s18inda
V. caracalla’nin ticari Uretimi, biyoreaktorlerde
kitlesel Gretimi, sekonder metabolit calismalari, yeni
cesitlerin eldesine yonelik biyoteknolojik ¢alismalar

gibi cok farkh alanlarda calismalar

gerceklestirilebilecektir.
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