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Mikrogogaltim

Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirii yontemlerinin kullanilmasi bitki klonal ¢ogaltimu
icin Onemli oldugu kadar ileri molekiiler tekniklerde uygulanilan genetik
manipiilasyonlar1 i¢in de 6nemlidir. Bu arastirmada, insan besin gidalari igerisinde
onemli yer tutan ve yiiksek protein igerigine sahip baklagiller ailesinden bezelye
bitkisinin mikro ¢ogaltimi iizerine farkli besin ortami (MS ve BS5) ve farkli bitki
biiyiime diizenleyicilerinin (NAA, GA; ve Kinetin) etkisi ¢alisilmistir. Bitkisel
materyal olarak bezelye bitkisinin (Pisum sativum L.) oviil eksplantlar1 kullanilmistir.
Calisma sonucunda en iyi kallus olusum orani (%80) Kinetin (1 mg L™) ve GAz (1 mg
L") igeren MS besin ortamindan saglanmustir.
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The use of plant cell, tissue, and organ culture methods is essential for plant clonal
propagation as well as genetic manipulations applied in advanced molecular
techniques. In this study, the effects of two nutritional media (MS and B5) and
different plant growth regulators (NAA, GA;3, and Kinetin) on the micropropagation
of pea plants from the family of legumes, which have an important in edible foods
and have high protein content, were studied. Pea plant (Pisum sativum L.) ovule
explants were used as research material. As a result of the study, the best callus
formation rate (80%) was obtained from MS medium containing Kinetin (1 mg L™)
and GA; (1 mg LY.
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1. Giris

Pisum sativum L. (bezelye) baklagiller
familyasina ait bir tiir olup Pisum cinsi igerisinde

Baklagiller (Fabaceae) yiikksek oranda protein
icermeleri ve kuru danelerinin sindirilebilirlik
derecesinin yliksek olmasi nedeniyle bitkisel
iretimde Onemli yer tutmaktadir [1]. Ayrica,
baklagil ailesi tiyeleri demir, fosfor, kalsiyum ve
potasyum minerallerince ve B vitaminince zengin
icerige sahiptir [2]. Bu Ozellikler sebebiyle
baklagiller insan beslenmesinde Onemli bir yer
tutmaktadir.

yer almaktadir ve kiiltiirii yapilmaktadir. Bezelye,
diploid (2n=2x=14), kendine dollenen, tek yillik
ve otsudur [3]. Bezelyenin insan besin gidasindan,
dondurulmus iiriin ve islenmis konserve olarak
genis yelpazede kullanim alan1 mevcuttur. Ayrica,
bezelye, hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir.
Diinya iizerinde bezelye 2.743,867 ha taze sebze
ve 7.878,051 ha kuru dane olarak ekim alanina
sahiptir. Diinyada bezelyenin kuru dane iiretim
miktar1 13.534,166 ton olup, 3.580,700 ton kuru
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dane iiretimi ile Kanada ilk sirada yer almaktadir.
Bununla beraber, diinya genelinde bezelyenin taze
sebze olarak {retimi 21.225579 ton olup,
12.960,844 ton ile Cin ilk sirada yer almaktadir.
Tiirkiye’de 970 ha alanda kuru bezelye, 109.017
ha alanda ise taze bezelye yetistirilerek sirasiyla
2,603 ton kuru, 107,344 tonluk taze {retim
saglanmistir [4]. Bu verilerden goriilecegi iizere
iilkemizde bezelyenin siit olum déneminde yesil
tanelerinin iiretimi daha yiiksektir. Ulkemizde
2011 yilinda 13,048 ha ekim alan1 ve 3,628 ton
iiretim miktar1 bulunan kuru bezelyenin 2019 yili
verilerine gbre ekim alanmin 7,813 ha ekim
alanina ve tretiminin ise 2,193 tona geriledigi
gorlilmektedir [5]. Bezelye iiretiminin tekrar
arttirilabilmesi igin verimi yiiksek yeni c¢esitlerin
gelistirilmesi  6nemli  goriilmektedir. Tescilli
bezelye ¢esit sayisi ¢ok az olup, iilkemizde 1slah
yolu ile gelistirilen 1 adet cesidin oldugu
bilinmektedir [6].

Islah g¢alismalarinda doku kiiltiirii tekniklerinden
siklikla faydalanilmaktadir. Bitki doku kiiltiirii,
aseptik  kosullarda, bitki hiicre, doku ve
organlarinin yapay ortamlar {zerinde kiiltiire
almarak yeni bir bitki veya bitkisel {irlinlerin
iretilmesidir [7]. Bitki doku kiiltiirii, kisa siirede
klonal ¢ogaltimi saglamasi, ucuz is giicli ve diisiikk
maliyeti nedeniyle  tercih edilmektedir.
Mikrogogaltim  tekniklerinden  birisi ~ olan
organogenez, bir bitkinin yaprak, kok, govde,
stirglin gibi yapilarinin in vitro ortamda baska bir
doku veya organa farklilagtirilmasidir [8]. Bezelye
gibi tarimsal alanda ticari 6nemi olan bitkinin
1slah caligmalarinda yeni cesitlerinin  sektore
kazandirilmas: i¢in doku kiiltiirii tekniklerinin
islevselligi 6nemli olmaktadir.

Bu calismanin amaci, bezelyede organogenez
araciliiyla bitki rejenerasyonunu saglamak ve en
uygun rejenerasyon protokoliinii belirlemektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada, Adana ve g¢evresindeki yerel
iireticilerden temin edilen bezelye tohumlar
kullanilmistir. Bitki tohumlan torfiperlit (1:1)
igeren 1,5 L’lik saksilara dikilerek sera sartlarinda
kiiltire almmistir (30 °C; 2-11 MJ m? giin™)
(Sekil 1). Bitkiler yaz aylarinda haftada 3 defa
¢esme suyu ile sulanmis ve asir1 sicaklardan
korumak  amaciyla  serada  godlgelendirme
yapilmustir.

g T o i) v
Sekil 1. Serada biiyiitiilen bezelye bitkilerinin
goriintiileri; (A) tohum ekimini takip eden 1. haftada

cimlenen bitkilerin goriintiisii, (B) gelisen bitkilerin 1.
aydaki goriintiileri, (C) bitkilerin ¢igek durumlarinin

gorilintlisii

2.2. Yiizey Sterilizasyonu

Bitki ¢icek tomurcuklari bitkinin ¢i¢ceklenme
donemine gore antezisten 2-3 giin Oncesinde
toplanmig ve ylizey sterilizasyonu igin vakit
kaybedilmeden laboratuvara getirilmisgtir.
Toplanilan bitki ¢igek tomurcuklar1 oncelikle toz
ve toprak gibi kontaminantlarin uzaklastirilmasi
amaciyla 30 dakika boyunca ¢esme suyu altinda
bekletilmistir. Cesme suyunda yikama sonrasi,
bezelyeye ait ¢icek tomurcuklart 2 damla %2’lik
tween 20 igeren %?20’lik sodyum hipoklorit
(NaOCl) igerisinde c¢alkalanarak 15 dakika
bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilen eksplantlardan sodyum
hipokloritin uzaklastirilmas1 amaciyla 6rnekler 3
kez steril saf su ile yikanmistir. Calisma, steril
kosullarin olusturulmasi amaciyla laminar akigh
steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir.

2.3. Rejenerasyon

Besin ortamu olarak farkli bitki biiyiime
diizenleyicileri (Naphthalene acetic acide (NAA,
C12H100y); 6-furfurylaminopurine (Kinetin,
C10H9N50); Giberellic acide (GA3, C19H2206)
iceren MS [9] ve B5 [10] temel ortam bilesimi
kullanilmistir. Eksplant kaynagi olarak olgun
¢icek tomurcuklarindan izole edilen oviil 6rnekleri
kullanilmistir. Farkli besin ortami ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin rejenerasyon {iizerine etkilerini
arastirmak icin Kinetin (1 mg L™) ve GA; (1 mg
L") ile NAA (1 mg L™) ve GA; (1 mg L™) igeren
MS ve B5 besin ortamlart kullanmilmistir. Her
besin ortam1 3 tekrarli ve her tekrarda 5 adet
ornek olacak sekilde calisma plani
olusturulmustur. Ornekler 25+1 °C ve 16 saat
fotoperiyot (30 pmol m? s™ floresan beyaz 1s1k)
kosullarinda kiiltlire almmistir. Kiiltiire alinan
orneklerin gelisimleri haftalik olarak gozlenmistir
ve kallus olusumu goriilen Omekler stereo
mikroskop  (Olympus SZ61, Japonya) ile
incelenmigtir. In  vitro  kiiltiirde  siirgiinleri
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gelistirilmis olan eksplantlar, yeterli bitki sayisina
ulagincaya kadar 4 haftada bir alt kiiltiire
alimmistir. Rejenerasyon orami kiiltiire alinan
toplam  eksplantlardan  gelisenlerin  yiizdesi
almarak belirlenmistir.

3. Bulgular

Bezelyede (Pisum sativum L.) rejenerasyon
optimizasyonunu saglamak amaciyla Kinetin ve
GA; ile NAA ve GA; iceren MS ve B35 besin
ortamlari1 denenmis ve ovill eksplantlariin
gozlemleri kiiltiire alindiktan sonra haftalik olarak
yapilmigti.  Herhangi  bir  bitki  biiyiime
diizenleyicisi igermeyen besin ortaminda kiiltiire
alinan kontrol grubu hari¢ kiiltiire aliman diger
orneklerde 2. haftadan itibaren kallus olusumu
gozlenmistir (Sekil 2). Eksplantlardan en iyi
kallus gelisimi %80 rejenerasyon oraniyla Kinetin
(1 mg mL"Y) ve GA; (1 mg L") igeren MS
ortaminda olmustur (Tablo 1).

Sekil 2. Kiiltiire alinan bezelye bitkisine ait oviil
orneklerinin 2. haftadaki stereo mikroskop (Olympus
SZ61, Japonya) ile yapilan gozlem sonuglar; (A)
Kontrol (bitki biiyiime diizenleyici icermeyen besin
ortami), (B) Kinetin (1 mg L™) ve GA; (1 mg L™)
iceren besin ortami, (C) NAA (1 mg L™) ve GA; (1 mg
L") igeren besin ortamu (biiyiitme: 1.2x; dlgek gubugu
200 pm), MS ve B5 deneme planinda es zamanli
kullanilan besin ortamlaridir

Tablo 1. Pisum sativum L. tiirtinde besin ortami-

hormon interaksiyonunun kallus gelisim oranina etkisi

Ortam-Hormon Kallus Gelisim
Konsantrasyonu Orani (%)
MS + Kinetin (1 mg L™) + 80
GAs;(1mg L™
MS + NAA (1 mg L) + GA, 60
(Img L™
B5 + Kinetin (1 mg L™) + 20
GA;(1mgL™
B5 + NAA (1 mg L™) + GAs &5

(ImgL™?

Kontrol grubu hari¢ kiiltire alman diger
orneklerde 4.  haftadan  itibaren  kallus

dokularindan  siirgiin =~ olusumunun  gelistigi
gozlenmistir (Sekil 3 ve 4).

MS

—

Sekil 3. Kiiltiire alinan bezelye bitkisine ait oviil
orneklerinin 4. haftadaki genel goriiniimleri; (A)
Kontrol (bitki biiylime diizenleyici igermeyen besin
ortami), (B) Kinetin (1 mg L™) ve GA; (1 mg L™)
igeren besin ortami, (C) NAA (1 mg L™) ve GA; (1 mg
L) igeren besin ortami, MS ve B5 deneme planinda es
zamanli kullanilan besin ortamlaridir

Sekil 4. Kiiltiire alinan bezelye bitkisine ait oviil
orneklerinin 4. haftadaki stereo mikroskop (Olympus
SZ61, Japonya) ile yapilan gbzlem sonuglari; (A)
Kontrol (bitki biiytime diizenleyici igermeyen besin
ortam1), (B) Kinetin (1 mg L™) ve GAz (1 mg L™)
iceren besin ortami, (C) NAA (1 mg L™) ve GA; (1 mg
L") iceren besin ortamu (biiyiitme: 1.2x; dlgek gubugu
200 pm), MS ve B5 deneme planinda es zamanli

kullanilan besin ortamlaridir

Calisma kapsaminda ayrica gelisen kalluslarin
morfolojik yapilari gozlemlenmistir. P. sativum
tirtine ait oviil oOrneklerinde MS ve B5
ortamlarinin her ikisinde de gerceklestirilen kiiltiir
denemesinde degisen oranlarda kallus olusumu
gozlenmistir. Gézlem sonucunda, MS ortaminda
gelisen kallus dokusunun B5 besin ortaminda
olusan kalluslara gore daha yumusak ve kirilgan
oldugu ve kallus renginin ise rejenerasyonun
ilerleyen asamalarinda kahverengine dondiigii
gozlenmistir (Sekil 2). Bununla beraber, B5 besin
ortaminda gelisen kallus dokusunun ise kompakt
ve sert, ayrica kalluslarin renginin seffaf-sarimsi
oldugu gozlenmistir. Ayrica, farkli yapidaki
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kalluslarda siirgiin gelisiminin oldugu gézlenmis
(Sekil 4).

4. Tartisma ve Sonug

Doku kiiltiiriiniin en 6nemli bilesenlerinden biri
bitki biiylime diizenleyicileridir. Bir sitokin olan
kinetin hiicre boliinmesi, bitki rejenerasyonu ve
yeniden farklilasmada etkilidir. Sentetik oksinler
arasinda yer alan NAA somatik embriyo
olusumunun uyarilmasi, hiicrenin gelisimi ve
kallus olusumu iizerine etkilidir. GAz embriyo ve
oviil kiiltiiriinde siklikla kullanilmakta olup kallus
gelisimi ve organogenezde etkilidir [7].

In vitro ¢ogaltim amaciyla secilen doku kiiltiirii
tekniginin 1slah c¢aligmalart i¢in uygun olup
olmadiklarinin belirlenmesinde kiiltiire alinan
eksplant Orneginden embriyo gelisiminin olup
olmadigr 6nemli bir kistastir. Bu nedenle, doku
kiltiirii ¢aligmasinda segilen doku tipi, kiiltiir
kosullar1 ve besin ortamu bilesenleri dnemlidir [9].
Sunulan c¢alismada, denenen her iki besin
ortaminda da (MS ve B5) P. sativum oviillerinden
kallus gelisimi ve siirgilin olusumu gerceklesmistir
(Sekil 4). Eksplant kaynaginin fizyolojik durumu
ve genetik yapisi in vitro ¢ogaltimda kullanilan
bitki diizenleyicilerinin absorbe edilmesini ve
boylece kallus uyartiminin olugmasini
etkilemektedir [11]. Sunulan ¢alismada, P.
sativum oviilleri biktisel materyal olarak
kullanilmis olup denemede kullanilan ortam-
hormon interaksiyonunun P. sativum oviil
eksplantlarinda kallus gelisim oranina etkisi Tablo
I’de verilmigtir. MS besin ortaminda B5 besin
ortamina gore daha yiiksek oranda kallus olugumu
gbzlenmigtir. MS besin ortaminin amonyum
konsantrasyonu B5 besin ortamima goére daha
yiiksektir. Bu durum, neden MS besin ortaminda
daha yiikksek oranda kallus olusumunun
gergeklestiginin agiklamasi olabilir.

Sunulan c¢aligmada, gelisen kallus yapilar1 da
incelenmis olup farkli renk ve yapida kalluslarin
olustugu goézlenmistir. Bununla beraber, gelisen
kallus  dokularindan  siirgiinlerin  olustugu
gozlenmistir. Bu nedenle, kallus yapilarinin
siirglin rejenerasyonu iizerine negatif yonde bir
etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Benzer
goriis, Schween ve Schwenkel [12] wve
Winkelmann ve Serek [13] c¢alismalarinda da
ifade edilmistir.

Her bitki, tiir, ¢esit ve genotip igin in vitro
cogaltimda farkli doku Kkiiltiirii protokolleri
gerekmektedir.  Doku  kiiltiirii  protokolii
belirlenirken, calisilan  bitkinin  eksplant

pargasindan (yaprak, kok, govde, siirgiin, anter,
oviil, ovaryum vs.) besin ortaminin kompozisyonu
onemli kistaslar arasindadir. Sunulan c¢aligma
kapsaminda, bezelye bitkisi oviil oOrneklerden
kallus uyartimi1 ve siirgiin rejenerasyonu basarili
bir sekilde gergceklesmistir.
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