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Uzun Yaprakl Uggiiliin (Trifolium pannonicum ssp. elongatum)
Hipokotil ve Yaprak Sapi Eksplantindan in vitro Cogaltiimasi
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Oz: Bu calismada, kinetin ve a- naftalin asetik asitin (NAAYin farkli konsantrasyonlarinin (kinetin ve 0.1+
0.1, 0.2, 0.4 NAA mg/l), uzun yaprakh Gggul (Trifolium pannonicum ssp. elongatum) bitkisinin hipokotil ve
kotiledon yaprak sapi eksplantlarindan gelisen siirglin yizdesi, stirgiin sayisi ve slirgiin uzunlugu Uzerine olan
etkileri arastinimistir. Arastirmada, surgln olusturan eksplant yiizdesinin en ylksek oranda (% 91.7) hipokotil
eksplantindan ve Murashige and Skoog (MS) icinde 1 mg/I Kinetin + 0.4 mg/l NAA iceren ortamdan; en disik
slrgiin yiizdesinin (% 25.0) hipokotil ve kotiledon yaprak sapi eksplantlarinin her ikisinde de 1 mg/l Kinetin +
0.1 NAA iceren rejenerasyon ortaminda gelistigi belirlenmistir. Eksplant basina en fazla sirgiin sayisi 11.2+1.3
adet ile 1 mg/I Kinetin+0.4 mg/I NAA iceren ortamdan, en dislk siirglin sayisi 2.5+0.6 adet ile 1 mg/l kinetin +
0.1 NAA uygulamasinda gézlenmistir. En uzun sirgtn gelisimi 3.5£0.5 cm ile (1 mg/l kinetin+ 0,1 mg/L NAA)
iceren MS ortaminda, en kisa sirgin gelisimi ise 1.5+0.2 cm ile 1 mg/l kinetin + 0.4 NAA MS ortaminda
belirlenmistir. Trifolium pannonicum JACQ. ssp. elongatum bitkisinden maksimum kok gelisimi % 95+2.9 ile 1
mg/l IBA uygulamasindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Trifolium pannonicum ssp. elongatum, hipokotil, kotiledon yaprak sapi, adventif
slirgiin rejenerasyonu, kéklenme.

In vitro Propagation of Long Leaved Clover ( Trifolium pannonicum ssp.
elongatum) Using Hypocotyle and Petiole Explants

Abstract: The study reports effects of various concentrations of Kinetin and a- Naftalin asetik asit (NAA)
(kinetin and 0.1+ 0.1, 0.2, 0.4 NAA mg/l) on shoot regeneration (percentage, number and length of shoot) of
Trifolium pannonicum ssp. elongatum from hypocotyl and petiole of cotyledon leaf. The maximum (91.7%) shoot
regeneration frequency (25%) was recorded on hypocotyl explant on Murashige and Skoog (MS) medium
containing 1 mg/l Kinetin + 0.4 mg/l NAA; whereas, minimum shoot regeneration frequency (25%) was in
medium containing 1 mg/l Kinetin + 0.1 NAA respectively, in both hypcotyl and petiole of cotyledon leaf explant.
The highest number of 11.2+1.3 shoots per explant was recorded on MS medium containing 1 mg/I Kinetin+0.4
mg/l NAA and the lowest number of 2.5+0.6 was in medium containing 1 mg/l Kinetin+0.1 mg/l NAA
respectively. The longest shoots (3.5+£0.5 cm) were recorded on MS medium containing 1 mg/l kinetin+ 0,1 mg/L
NAA, and the smallest shoots (1.5+0.2 cm) were recorded on MS medium containing 1 mg/l kinetin + 0.4 NAA.
Maximum frequency of 95% roots was recorded on MS medium containing 1 mg/I IBA.

Key Words: Trifolium pannonicum ssp.elongatum, hypocotyl, petiole of cotyledon, adventitious shoot
regeneration, rooting

Giris

Yem bitkilerinden tiggtil ( Trifolium L.) cinsinin 274 Tarkiye'deki cayir-meralarda botanik
tirli (Zohary ve Heller 1984) her iki yanm kirenin ~kompozisyona giren ve hayvan besleme yoniinden
tropik ve subtropik bolgelerinde dagilim gostermektedir ~ degerli olan Ucgdl tirleri, ayni zamanda topraklarin
(Bisby ve ark. 1994). Uggil tirleri en fazla yayiimini ~ fiziksel ve kimyasal yapilarini iyilestirmede onemli bir
yaklasik 150 tir ile Dogu Akdeniz bolgesinde role sahiptir (Agikg6z 2001).
gostermektedir (Zohary 1972). Bu bdlge igcin endemik
olan birgok UOg¢gll tdrd bulunmaktadir. Akdeniz
havzasina komsu olan birgok Ulke bazi endemik g¢gul
tirlerine sahip olmasina ragmen en fazla endemik tir
Tlrkiye’de (100 tdr) ve Bulgaristan’da (67 tlr)
bulunmaktadir (Pederson ve ark. 1999).

Bazi tek ve ¢ok yillik tggdl tarleri, tarla tarimi
icinde yetistirildiginde, énemli bir kaba yem kaynagi
olarak 6ne c¢ikmaktadir. Tarkiye tariminda eksikligi
duyulan yem bitkisi ¢esitlerin gelistiriimesinde Uizerinde
durulmasi gereken tirlerden biri de Ug¢gil cinsine ait
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tirlerdir.  Ozellikle, yerli bitki materyali arasindan

geligtirilecek yeni  G¢gul  cgesitlerinin,  iklim  ve
toprak yapisi farkh bélgelerde geligtirilen
ithal cesitlere gbére basari sansi daha ylksek

olacaktir.

Turkiye florasinda bulunan uzun yaprakli Gg¢gul,
(Trifolium. pannonicum ssp. elongatum) ¢ok yillik, 20-
40 cm boylanabilen ve gbévdesi dik yada yan dik
gelisme gOsteren endemik bir UGcgdldur. Deniz
seviyesinin 300-2300 m yUksekliklerine kadar bulunur
(Tubives 2008).

Ugglil 1slahinda, son yillarda geleneksel islah
programi iginde in vitro genetik manipulasyon
metodlari ile degisik tip streslere karsi dayanikli
bitkiler elde etmek igin c¢alismalarin yapiimasinin
gerekliligi vurgulanmaktadir (Sahin Demirbag ve ark.
2008).

Son  yillarda  degisik  Gcgll  tirlerinde
organogenezis veya somatik embriyogenezis aracihgi
ile elde edilen rejenerasyon calismalari yayinlanmistir
(Singha ve ark. 1988, Zhang ve ark. 1999 ve Uranbey
ve ark. 2005). Tim bu calismalar, bitki blylime
dizenleyicilerinin  ve  eksplant tiplerinin  surgin
rejenerasyonundaki 6nemini ortaya koymaktadir. T.
pannonicum ssp. elongatum igin ise su ana kadar
hicbir geleneksel ya da modern biyoteknolojik
ybntemle slrgln rejenerasyonu c¢alismasi ortaya
konulmamistir. BOyle bir protokoliin ortaya konmasi ve
etkin bir hizli g¢odaltim metodunun gelistiriimesi,
s6zkonusu endemik tirden gelistirilecek yeni yem
bitkisi ¢esitlerinin kisa sire icinde bir sekilde ortaya
konulmasini saglayacaktir. Bu sebeplerden 6tirt, T.
pannonicum ssp. elongatum’da hizh ve etkin bir bitki
cogaltim yoénteminin gelistiriimesinin gerekililigi s6z
konusudur.

Materyal ve Metod

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri BolimU Biyoteknoloji Laboratuvarinda
yOrOtiimastlr.  Galismada  kullanilan  Gggdl (7.

pannonicum ssp. elongatum) bitkisinin tohumlari
Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri
Balimi Osman  Tosun Gen Bankasi'ndan
saglanmistir.

Ugglil bitkisinin tohumlari % 50’lik ticari camasir
suyu (%5-6’hk NaOClI, Ace®) bulunan 500 ml’lik steril
kavanozlar igerisinde, 20 dakika slreyle ylzey
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra, 3’er defa 5’er
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dakika steril saf su ile durulama islemi yapilmigtir.
Yizey sterilizasyon igleminden sonra tohumlar
¢imlendirme iglemi igin MS (Murashige and Skoog
1962) temel besin ortamina  koyulmuslardir.
Tohumlarin ¢imlendirme ortaminda kullanilan MS
makro ve mikro elementleri ve vitaminlerle % 3’luk

seker igeren % 0.65'lik Agar (Duchefa Germany)
icermektedir. Steril in vitro kosullarda yaklasik
7-8 gunlik olan tohumdan elde edilen sirglnlerden
hipokotil  ve  kotiledon yaprak sapi  (petiol)
eksplantlari alinmistir. Elde edilen eksplantlar, steril
kosullar altinda her bir Petri™ye (100x10 mm)
% 3 seker, % 0.65 agar (Duchefa® ve 1 mg/l Kinetin
ve 0.1, 0.2, 0.4 mg/l a naftalin asetik asit
(NAA) (Cizelge 1) igeren rejenerasyon ortaminda
kiltire alinmigtir. Ortam haziriginda distile su
kullaniimig olup, besin ortaminin pH'si 1 N NaOH ya
da 1 N HCI kullanilarak 5.6 — 5.8’e ayarlandiktan
sonra ve 121 °C ‘de, 118 kPa basin¢ altinda 20
dakika tutularak sterilizasyon saglanmistir.
Tim Kiltiirler 16 saat 1sik fotoperiyodunda 24+2 °C
sicaklikta  tutulmuslardir.  Ucglil  bitkisine  ait
rejenere olan sdrgunler, 10-20 mm uzunluga
geldiklerinde, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25 ve 1.50 mg/l
indol 3 bdtrik asit (IBA) iceren MS koklendirme
ortamlarina alinmistir.

Koklenen fideler (1:1:1) oraninda torf, vermikulit
ve perlit iceren saksilara sasirtiimistir. Saksilar serada
24+2 °C sicak ve dogal 1sikk altinda gelismeye
birakilmis ve 2 hafta boyunca gerektigi dénemlerde
sulanmistir. Bu sekilde fidelerin hem ortam sartlarina
uyum saglamasi, hem de kok sisteminin gelismesi
saglanmistir.

Denemeler, tesadlf parselleri deneme desenine
gore, her tekerrirde 5 eksplant olmak (zere 5
tekerriirli olarak 2 kez tekrarlanmistir. Elde edilen
veriler “SPSS for Windows 15.0” programi yardimiyla
general linear model testine tabi tutulmus, muamele
ortamlarini  karsilastirmak amaciyla Duncan testi
kullanilmigtir. YlUzde degerler, istatistik analizinden
O6nce arcsin degerlerine gevrilmistir (Snedecor ve
Cochran 1967).

Bulgular

Siirgiin rejenerasyonu: Calismada Kinetin ve
NAA’in degisik konsantrasyonlarinin (¢gil adventif
surgiin rejenerasyonuna etkisi arastiriimistir.  Kaltir
baslangicindan sonraki ilk iki hafta icinde slrglnler
olusmaya baglamistir.
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Gizelge 1. Uzun vyaprakh U(g¢gll bitkisinde hipokotil ve
kotiledon yaprak sapi eksplantlarindan gelisen

adventif sirglin rejenerasyonu ylizdesi (+ SEM)

Koéklenme Orani: Uzun yaprakli G¢gil bitkisinde,
hipokotil eksplantindan elde edilen strglnler alti farkli
konsantrasyondaki Indol butrik asit (IBA) kdklendirme
ortaminda basarili bir sekilde kéklenmistir. Cizelge 4
de go6ruldigu Uzere, farkh IBA konsantrasyonlarindaki
koklenme ylzdeleri P<0.01 dizeyinde istatistiksel
olarak anlamlidir.

Cizelge 2. Uzun yaprakh Ug¢gll bitkisinde hipokotil ve
kotiledon yaprak sapi eksplantlarindan gelisen
adventif sirglin sayisi (£ SEM)

Uygulamal Eksplant Tipi Ortalamalar
(mg/L) Hipokotil Kotiledon

Yaprak Sapi

(Petiol)
1 Kinetin+ | 25.0+0.0b 25.0:0.0b 25.00.0
0.1 NAA
1 Kinetin +| 50.0+ 14.4 b 33.3t8.3b | 41.748.33
0.2 NAA
1 Kinetin +| 91.7+8.3a 41.718.3b 66.7+12.4
0.4 NAA
Ortalama | 55.6£10.9 33.3+4.2 44.4+6.3

a-b; Ayni siitunda farkli kiiglik harflerle gésterilen ortalamalar
arasindaki fark dnemlidir (P<0.05).

Siirgiin  olusturan eksplant orani: Varyans
analizi sonucunda slrgln olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan, farkli bitki blylime dizenleyici maddeler
ile eksplant arasinda istatistiksel olarak 6nemli
etkilesim  bulunmustur  (P<0.05). Cizelge 1'de
gbraldiga gibi sdrgln olusturan eksplant ylzdesi en
fazla % 91.7+8.3 ile hipokotil eksplantindan ve 1 mg/l
Kinetin + 0.4 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilirken,
en distk sdrgin ylzdesi % 25.0+0.0 ile her iki
eksplantta 1 mg/l Kinetin + 0.1 NAA iceren ortamda
gbzlenmistir. Diger ortam ve eksplantlardan elde edilen
sonuglar ise bu iki grubun degerleri arasinda yer
almiglardir.

Eksplant basina siirgiin sayisi: Eksplant
basina slrgun sayisi incelendiginde bitki blyime
diizenleyici maddelerin farkli konsatrasyonlarinin,
eksplant basina surgiin sayisina etkisi énemli
bulunmustur (P < 0.05). Cizelge 2'de g6rlldigu gibi,
eksplant basina en fazla strgiin sayisi 11.2+1.3 adet
ile 1 mg/l Kinetin+0.4 mg/l NAA iceren ortamdan,
2.5+0.6 adet ile en disik siirglin sayisi 1 mg/l kinetin
+ 0.1 NAA uygulamasinda g6zlenmistir. Kullanilan her
iki eksplant arasinda istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde
o6nemli farklilik belirlenmistir. Eksplant basina surglin
sayis| bakimindan 7.1+1.6 adet ile hipokotilin kotiledon
yaprak sapi eksplantina gére daha fazla sirgin verdigi
tespit edilmistir (5.2+1.3 adet).

Sirglin  Uzunlugu:  Ydritilen  galismanin
sonuglarina goére, farkh bitki blylime dlzenleyici
maddelerin (¢gulin sirgiin uzunlugu Uzerine olan
etkisi istatistiksel olarak 0.05 dizeyinde ©6nemli
bulunmustur.

En uzun slrgin gelisimi 3.5£0.5 cm ile 1 mg/l
Kinetin+ 0,1 mg/L NAA igceren ortamda ve en kisa
surgiin gelisimi ise 1.5£0.2 cm ile 1 mg/l Kinetin + 0.4
NAA iceren ortamda belirlenmistir. 1 mg/I Kinetin + 0.2
mg/l NAA igeren ortamdan 1.9+0.3 cm uzunlukta
sUrglnler elde edilmistir (Cizelge 3).

Uygulamalar Eksplant Tipi Ortalamalar
(mg/L) Hipokotil Kotiledon

Yaprak

Sapi
1 Kinetin+ 3.7+0.7 1.3+0.4 2.5+0.62 c
0.1 NAA
1 Kinetin + 4.7£1.5 5.0+0.6 4.8+0.5b
0.2 NAA
1 Kinetin + 13.0%1.2 9.3%+1.9 11.2+1.3a
0.4 NAA
Ortalama 71+16a 5.2+#1.3b 6.2+1.0

a-c; Ayni sttunda farkl kiiglk harflerle gdsterilen ortalamalar
arasindaki fark énemlidir (P<0.05).

Cizelge 3: Uzun yaprakh uggil bitkisinde hipokotil ve
kotiledon yaprak sapi eksplantlarindan gelisen
siirgiin uzunlugu (cm) (£ SEM)

Uygulamalar Eksplant Tipi Ortalamalar
(mg/l) Hipokaotil Kotiledon

Yaprak api
1 Kinetin+ 0.1 3.9+0.2 3.1x0.9 3.5#0.5a
NAA
1 Kinetin + 1.840.5 1.940.3 1.940.3b
0.2 NAA
1 Kinetin + 1.940.2 1.0£0.1 1.5+0.2b
0.4 NAA
Ortalama 2.5+0.4 2.0+0.4 2.3+0.3

a-b; Ayni situnda farkli kligiik harflerle gosterilen ortalamalar
arasindaki fark énemlidir (P<0.05).

Cizelge 4: Uzun yaprakh {ggiil bitkisinin farkli Indol Biitirik

Asit  (IBA) konsantrasyonlarinda  koklenme
ylzdesi (+ SEM)
IBA (mg/ ) Kéklenme yizdesi (%)

0.25 43.346.0 cd

0.50 61.7+1.7b

0.75 93.3+4.4 a

1.0 95.0¥2.9 a

1.25 58.3+8.3 bc

1.50 31.7+6.7d

Ortalama 63.9+6.0

a-d; Ayni situnda farkh kiguk harflerle gésterilen ortalamalar
arasindaki fark énemlidir (P<0.01).
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Kéklenme orani bakimindan 1 ve 0.75 mg/l IBA
dozlarinda % 95+2.9 ve % 93.3+4.4 ile en ylksek
kéklenme ylzdesine, % 31.7+6.7 ile 1.5 mg/l IBA
dozunda ise en disik koklenme ylzdesine
ulasiimistir. En fazla kéklenme ytizdesi 0.75 ve 1.0 mg/
IBA iceren ortamdan elde edilmigtir. Elde edilen bitkiler
basari ile sera kosullarinda saksilara aktarilmistir ve
dis kosullara alistiriimisgtir.

Tartigma

Bu arastirmada MS ortamina Kinetin ve NAA'’in
degisik konsantrasyonlari ilave edilerek, uzun yaprakli
G¢cgulin - hipokotil ve kotiledon yaprak sapindan
adventif stirglin rejenerasyonu gelisimine bakilmistir.
Uzun yaprakh utggul bitkisinde hipokotil ve kotiledon
yaprak sapi eksplantlarindan gelisen adventif sirgiin
rejenerasyonu ylzdesine ve eksplant basina sirgin
sayisina bakildiginda, ortamda 1 mg/l Kinetinle NAA’in
miktarindaki artis ile her iki eksplantta da slrgln
olusum ylzdesinde ve eksplant basina sirgin
sayisinda belirgin artis g6zlenmistir. Ancak, hipokotil
ve kotiledon yaprak sapi eksplantlari kiyaslandiginda,
hipokotil eksplantinda daha fazla sirgin olusumu
gbdzlenmigtir. Benzer sekilde Wang ve Holl (1988)
O¢gll tarlerinin  siirglin - ¢ogaltimiyla ilgili yaptiklari
calismada, oksinle beraber sitokinini kullaniimiglardir.
Fratini ve Ruiz (2002) yaptiklari calismada, en iyi
rejenere olan sirginlerin kinetin ya da zeatin igeren
besin ortamlarinin dugtk dozlarinda gelistigini ve daha
sonra da kék gelisiminin elde edildigini bildirmislerdir.
Mokhtarzadeh ve Constantin (1978), T. alexandrium
bitkisinin anther ve hipokotillerinden kallus olusturmak
icin MS ortamina NAA ve Kinetin eklemislerdir.
Komalavalli ve Rao (1997) bazi ¢ok yilik calhmsi
bitkilerle yapilan galismalarda, BA ve Kinetinin mikro
bitki ~ ¢ogaltiminda  slper  bir  kombinasyon
olusturdugunu bildirmistir. Beach ve Smith (1979), T.
pratense ve T. incarnatum bitkilerinde NAA, 2, 4-D ve
Kinetin iceren B5 ortaminda kalluslar olusturarak bitki
elde etmislerdir.

Sevimay ve ark. (2005), T. repens bitkisinin
kotiledon ve hipokotil  eksplantlarindan  gesitli
konsantrasyonlarda TDZ (Thidiazuron) - NAA ya da
Kinetin NAA kullanarak somatik embriyogenezis elde
etmis ve hipokotillerin TDZ-NAA iceren ortamlarda,
kotiledonlara gbre, ylksek frekansta rejenerasyon
verdigini bildirmiglerdir. Buna karsilik, Uranbey ve ark
(2005), kishk UGcggulde (T. resupinatum), MS besi
ortamina BAP(6-benzylaminopurine), IBA, veya BAP,
Kinetin ve IBA kombinasyonu ile destekleyerek, koltuk
alti  meristem, hipokotil ve  kotiledon  nodu
eksplantlarindan, en fazla siirglin rejenerasyonunu 1.6
mg/L BA ve 0.2 mg/L IBA veya 3.2 mg/L BA ve 0.2
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mg/L IBA igeren MS ortaminda kotiledon nodlarindan
elde etmislerdir.

Barik ve ark. (2004) yaygin murdimuUkte
kotiledon nodu Uzerine farkli kinetin dozlarinin etkilerini
arastirdiklan ¢alismada, sirgin gelisiminin kinetinin
yikselen dozlari ile arttigr saptamiglardir. Buna
karsilik, Konieczny (1995), Trifolium nigrescens
bitkisinde 8 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l Kinetin iceren MS
ortaminda Kkalluslar elde etmistir. Daha sonra, bu
kalluslar 0.5 mg/l NAA ve 2 mg/l 2-iP iceren MS
ortamina aktarildiginda embriyo olusumu gézlenmistir.
McLean ve Nowak (1989), cayir Giggiliinde hipokotilde,
epikotile gbére, daha yiliksek slirglin rejenerasyonu
oldugunu gbézlemislerdir.

Bu calismada, uzun yaprakl Ucgll bitkisinden
maksimum kok gelisimi % 95 ile 0.75 ya da 1 mg/l IBA
iceren MS ortamindan elde edilmistir. Bu sonuglar,
Uranbey ve ark. (2005)'in calismasiyla uyum
gbstermektedir.

Sonug

Calisma sonuglari, endemik uzun yaprakl Gggul
bitkisinin ~ hipokotil ve kotiledon yaprak sapi
eksplantlarindan kinetin + NAA kullanarak basarih
bicimde mikro ¢ogdaltma yapilabileceg@ini g&stermistir.
Geligtirilen bu protokol sayesinde, endemik uzun
yaprakli  Ocgll bitki tarinin 1slahina  fayda
saglanabilecegi disinilmektedir.
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