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Burcgak (Vicia ervilia (L.) Wild.) Bitkisinin Olgunlagmamis Embriyo
Eksplantlarindan Adventif Siirglin Rejenerasyonu ve Hizli Cogaltim*
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Oz: Yiiksek oranda bir adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek igin 6 farkli burgak hattina ait olgunlagsmamis
kotiledon ve embriyo eksenleri degisik oranlarda TDZ iceren Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda kiiltire
alinmistir. Thidiazuron (TDZ) konsantrasyonlari, hatlar ve kullanilan eksplantlarin siirglin rejenerasyonuna etkisi genis
bir varyasyon gostermistir. En ylksek sirgin olusturan eksplant orani %90 ve eksplant basina en fazla sirgin sayisi da
22 adet olarak belirlenmistir. Sekizinci hattan elde edilen adventif sirginler farkli konsantrasyonlarda 6-
benzilaminopurin (BAP), a—naftalenasetik asit (NAA) ve Thidiazuron (TDZ) igeren ortamlarda hizli godaltima alinmigtir.
Burada eksplant basina en yiiksek sirgiin sayisi 7.33 adet ile 2 mg/I BAP ve 0.2 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan
saglanmistir. Gelisen silrgunler daha sonra, 2 mg/l indol-3-bUtrik asit (IBA) iceren MS ortaminda koklendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Burgak, olgunlasmamis embriyo, adventif siirgin rejenerasyonu, hizli gogaltim, doku kiltiri

Adventitious Shoot Regeneration From Immature Embriyo Explants of Bitter
Vetch (Vicia ervilia (L.) Wild.) and Micropropagation

Abstract: Immature embryo explants of six bitter vetch line were cultured on MS medium supplemented with
various concentrations of TDZ. It was observed that Thidiazuron (TDZ) concentrations , genotype and type of explants
affected shoot production significantly. The highest frequency of shoot regeneration and the highest number of shoots
per explant were determined as 90% and 22. Regenerated shoots from line 8 were micropropagated on MS medium
with various combinations of BAP-NAA and TDZ. The highest number of shoot (7.33 per explant) were obtained on MS
medium containing 2 mg/l BAP and 0.2 mg/l NA with 7.33. Subsequently, regenerated shoots were rooted in MS

medium containing 2 mg/l IBA.
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Girig

Burgak bitkisi kurak sartlarda basariyla yetistirilen
6nemli tek yillik baklagil tane yem bitkilerinden biridir.
Diger kiltir bitkilerinin  ekonomik olarak tariminin
yapilamadigi alanlarda, kiregce fakir topraklarda, tasli,
yamac¢ tarlalarda burgcak tarimi  yapilabilmektedir.
Koklerindeki Rhizobium sp. bakterilerinin  yardimi ile
havadaki serbest azotu topraga aktararak topragin verim
glcind yukseltmesi, bu bitkinin ekim ndbetindeki 6nemini
arttirmaktadir. Ancak, kilturindeki gulclikler nedeniyle
ekim alani son yillarda gittikge azalma gostermis ve
llkemizde en fazla bilinen yem bitkilerinden biri olmasina
ragmen, istenilen Ozelliklere sahip bir gesidimiz yoktur.
Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde ciftcilerin elinde yerel cesit niteligindeki
populasyonlar kullaniimakta ve tarimi geleneksel usullerle
yurutilmektedir (Serin ve ark. 1997, Ekiz 1988). Kuraga
dayanikli olan burgak bitkisi ile yapilacak 1slah galismalari
ile yuksek verimli ve ekonomik cesitlerin gelistiriimesi
gerekmektedir. Ozellikle gen aktarimi ve in vitro mutasyon
calismalarinda istenilen 06zellige sahip bireylerin elde
edilebilmesi igin dncelikle doku kultlri yontemleriyle
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dizenli bir sirgin rejenerasyonunun elde edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla bu arastirmada llkemiz tarimi
icin dnemli bir yem bitkisi olan burgakta rejenerasyon ve
rejenere edilen bitkilerin hizli gogaltimi amacglanmistir.

Materyal ve Yontem

Aragtirma Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Bolumu Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiritiimuas
olup galismada kullanilan burgak bitkisinin 7, 8, 9, 10, 11
ve 12 numarali burgak hatlarina ait tohumlar Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bélimii Ogretim
Uyelerinden Prof.Dr. Hayrettin EKiZ’den temin edilmistir.

Henliz parlak yesil ve yumusak tohumlari igeren
baklalar tarlada yetistirilen bitkilerden hasat edilmistir
(Ozcan ve ark. 1993, Sancak 1999). Hasat edilen baklalar,
icerisinde % 80’lik ticari gamasir suyu (Axion) bulunan 500
ml'lik steril kavanozlar igerisinde 25 dakika slreyle
sterilizasyona tabi tutulduktan sonra 4’er defa 5’er dakika
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steril saf su ile durulama islemi yapilmistir. Bakladan
cikarilan olgunlasmamis tohumlarin kabugu steril bistiri
yardimi ile agilarak olgunlasmamis embriyolar izole
edilmigtir. Daha sonra olgunlasmamis kotiledonlarin 2/3
‘luk u¢ kismi kesilip atilarak 1/3 ‘lik kisim embriyo
ekseninden kopma noktasi Uste gelecek sekilde %3 seker,
%0.8 agar ve 0.25-1.25 mg/l TDZ igeren rejenerasyon
ortamina yerlestiriimistir.  Ayrica embriyo eksenleri de
kotiledonlardan koparildidi kisimlar ortama temas edecek
sekilde ayni ortamlarda kiltire alinmistir. Daha sonra en
iyi rejenere olan 8. hattan elde edilen slrgunler
bogumlarinin yarim santim alt kismindan kesilerek hizli
cogaltim icin farkli oranlarda BAP (6-benzilaminopurin) ve
NAA (a—naftalenasetik asit) veya TDZ (Thidiazuron) ve
NAA (a—naftalenasetik asit) iceren ortamlarda Kkiiltiire
alinmistir. Rejenere olan bu surginler 10-20 mm uzunluga
geldiklerinde kesilerek 2 mg/l IBA igeren sterii cam
kavanozlar icinde koklendirmeye alinmistir. Burada
koklenen sirglinler daha sonra iklim odasinda saksilar
icerisinde yuksek nemde (% 90) bir slre tutularak yeni
bitkicigin hem ortam sartlarina uyum saglamasi, hem de
kok sisteminin gelismesi saglanmistir.

Ortam hazirhidinda cift distile su kullaniimis olup,
besin ortaminin pH'st 1 N NaOH ya da 1 N HCI
kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing
altinda ve 120° C‘de 20 dakika tutularak sterilizasyon
saglanmistir. Tim kultirler beyaz floresan isid1 (35 p

Emfzsfl) altinda 16 saat 1slk ve 8 saat karanhk

fotoperiyodunda 24 °C sicaklikta tutulmuslardir.

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine goére
kurulmus olup her muamele, icerisinde 10 adet eksplantin
bulundugu 3 tekerrlrli 100 X 10 mm‘lik petri kutularinda
yapilmigtir. Elde edilen veriler “SPSS for Windows”
programi yardimiyla varyans analizine tabi tutulmus,
muamele ortamlarini kargilastirmak amaciyla MS-TATC
bilgisayar programi ve duncan testi kullaniimistir. Yiizde
degerler, istatistik analizinden 6nce arcsin degerlerine
cevrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).

Bulgular ve Tartisma
Adventif sirgiin rejenerasyonu: Calismada

TDZ'nin  degisik kombinasyonlarinin  hatlara gore
adventif slirglin rejenerasyonuna etkisi arastiriimistir.

Kiltir baslangicindan yaklasik iki hafta sonra siki
yapih  morfogenik yesil kalluslar meydana gelmistir.
Bir ay icerisinde de bu kalluslar Uzerinde ¢ok

sayida adventif surgin uglarinin gelisimi gézlenmistir
(Sekil 1a, b).

Siirgiin olusturan eksplant orani: Yapilan varyans
analizi sonucunda hatlarin, eksplantlarin, hat x eksplant ve
hat x ortam interaksiyonun surgun olusturan eksplant
yuzdesine etkisi istatistiki olarak 0.05 dizeyinde 6nemli
bulunurken ortamlarin, eksplant x ortam ve hat x ortam x
eksplant interaksiyonu énemsiz bulunmustur. Cizelge 1 ve
Cizelge 2'den de anlasilacagi uzere farkh TDZ
konsantrasyonlarinin ve eksplantlarin hatlara gore surglin

gelisimine etkisinde farkhhklar g6zlenmigtir.
Olgunlasmamis embriyo eksplantinda sirgin olusturan
eksplant ylizdesi en fazla %90 ile 8, 10, ve 11. hatlardan
elde edillirken, diger hatlarla aralarindaki farklilik
istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur. Olgunlasmamis
kotiledon eksplantinda ise sirglin olusturan eksplant
yuzdesi en fazla %83.9 ile 9 ve 10. hatlardan elde
edilmistir. En duslk surgin olusturan eksplant ylzdesi ise
%30 ile 12. hattan elde edilmistir.

Cizelge 2 incelendiginde 7. hatta rejenerasyon
frekansinin %71.4-78.3 arasinda degisirken 12 numarali
hatta %55.2-63.4 arasinda degistigi gorilmektedir. Bu
hatlarda TDZ konsantrasyonlari arasinda istatistiki agidan
bir farkliik bulunmamistir. 8 ve 10. hatlarda en fazla
surglin rejenerasyon frekansi %90 ile 1.25 mg/l TDZ
iceren ortamdan, 9. hatta %90 ile 0.75 mg/l TDZ igeren
ortamdan, 11. hatta ise en yuksek surgin rejenerasyonu
frekansi %90 ile 0.25 mg/L TDZ iceren ortamlardan elde
edilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi: Eksplant basina
surgiin sayisi incelendiginde eksplantlarin, hatlarin, hat x
eksplant, hat x ortam, ortam x eksplant ve hat x ortam x
eksplant interaksiyonlarinin eksplant bagina siirgiin
sayisina etkisi  0.05 duzeyinde o6nemli bulunmustur.
Olgunlasmamis embriyo eksplantinda eksplant basina en
fazla slirglin sayisi 7. hatta 11.33 adet ile 0.25 mg/l TDZ
iceren ortamdan, 8. hatta 21 adet ile 0.75 mg/l TDZ igceren
ortamdan, 9, 10, 11, ve 12. hatlarda ise sirasiyla 17 adet,
21.67, 19 ve 22 adet ile 1.25 mg/l TDZ igeren ortamdan
elde edilmistir. Olgunlasmamis kotiledon eksplanti
incelendiginde ise, eksplant basina en fazla slirglin sayisi
7. ve 10. hatlarda 0.75 mg/l TDZ igeren ortamdan, 8, 9,
11. hatlarda 0.25 mg/l TDZ igeren ortamdan, 12 numarali
hatta ise 1.25 mg/l TDZ igeren ortamdan elde edilmistir

(Cizelge 3).

Cizelge 1. Bazi burgak hatlarinda olgunlasmamis kotiledon ve
olgunlasmamis embriyo eksenlerinden adventif
surglin rejenerasyonu

Hatlar Surgun olusturan eksplant ylizdesi (%)
Embriyo Kotiledon Ortam ort.
7 87.0* 61.8 b 74.4
8 90.0 78.8 a 84.4
9 87.0 839 a 85.5
10 90.0 83.9 a 86.9
11 90.0 78.9 a 84.5
12 87.0 298 ¢ 58.4
Hat. ort. 88.5 55.5 -
Ayni sutun igerisinde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar

arasinda ki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
* Ayni sutun igerisinde farkllik istatistiksel
bulunmamistir.

olarak 6nemli



62

TARIM BILIMLERI DERGISI 2005, Cilt 11, Say! 1

Cizelge 2. Farkli burgak hatlarinda TDZ konsantrasyonlarinin slrgiin rejenerasyonuna etkisi

TDZ dozlar Surgin olusturan eksplant yizdesi (%)
(mgfl) HAT 7 HAT 8 HAT 9 HAT 10 HAT 11 HAT 12 Ortam Ort.
0.25 73.4* 766 b 86.9 ab 83.9 ab 90.0 a 56.7* 77.9
075 78.3 86.6 a 90.0 a 86.9 a 83.9 ab 55.2 718
1.25 71.4 90.0 a 794 b 90.0 a 794 b 63.4 78.9
Hat. ort. 74.3 84.4 85.4 86.9 84.4 58.4

Ayni sttunda farkh kiguk harflerle gésterilen ortalamalar arasinda ki fark p<0.05 dlizeyinde énemlidir.
*: Ayni sutun igerisinde farkllik istatistiksel olarak énemli bulunmamistir

Cizelge 3. Bazi burgak hatlarinin olgunlagsmamis kotiledon ve embriyo ekseni eksplantlarinda farkli TDZ konsantrasyonlarinin adventif

siirglin rejenerasyonuna etkisi

Eksplant bagina slrgiin sayisi (adet)

TDZ

dozlari HAT 7 HAT 8 HAT 9 HAT 10 HAT 11 HAT 12
(mg/1) Emb. | Kotil. | Emb. Kotil. Emb. Kotil. Emb. Kotil. | Emb. Kotil. Emb. Kotil.
0.25 11.33a | 6.67 ab| 12.00b [21.33a [10.00b |13.67* |14.00b |8.33* |14.67* [10.33* [9.00 b |1.67*
0.75 8.00 ab [9.00 a| 21.00a | 12.33b |12.00b |10.00 |8.00 c |9.67 [16.33 |7.00 21.00a |[1.67
1.25 6.67 b |4.33b |1467b |13.33b |17.00a |10.33 |2167a |9.67 [19.00 |7.67 22.00a |4.00

Ayni siitunda farkli kiiguk harflerle gosterilen ortalamalar arasinda ki fark p<0.05 diizeyinde énemlidir.
*: Ayni situn icerisinde farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamigtir

Daha énce bezelye (Ozcan ve ark. 1993), korunga
(Ozcan ve ark. 1996), koca fig (Sancak 1999), Macar figi
(Sancak ve ark. 2000) ve yaygin fig (Cocgu ve ark. 2003)
gibi baklagillerde yapilan c¢alismalarda olgunlasmamis
kotiledon ve embriyo ekseni eksplantlarinin adventif
surgun rejenerasyonu kapasitelerinin yiksek oldugu ve
baklagillerde olgunlasmamis embriyo eksplantlarinin
rejenerasyon igin iyi bir baslangic materyali olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Ayrica TDZ'nin de in vitro
kiltirde sitokinin kaynagi olarak kullanilan ve sirgln
rejenerasyonunu tesvik eden o6nemli bir bulylmeyi
dizenleyici oldugu ve TDZ oraninin uygun bir bicimde
ayarlanmasi ile slirglin rejenerasyonunun 8-10 kat
artabilecegi degisik arastiricilar tarafindan bildirilmigtir
(Thomas ve Katterman 1986, Bohmer ve ark. 1995,
Hasokawa ve ark. 1996). Bu calismada kullanilan TDZ
konsantrasyonlari hatlara gére degismekle birlikte hem
kotiledon hem de embriyo eksenlerinden olan sirgln
rejenerasyonunu 6nemli dlglide artirmistir. Yine, Natali ve
Cavallini (1987), bezelyede yaptiklari ¢alismada stirgiin
rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktoriin eksplant tipi,
genotip ve ortamda bulunan blylimeyi dizenleyiciler
oldugunu belirtmiglerdir.

Hizli gogaltim: In vitro teknikleri birgok bitki tiriinde
hizli gogaltima imkan saglamaktadir. Hizli cogaltim teknigi
ile istenen saglikh genotipler kisa surede fazla miktarda
uretilebilmektedir. In vitro'da kallustan rejenerasyonda
somaklonal varyasyon s6z konusu oldugu igin pratikte bitki

¢ogaltiminda apikal meristemler ve yan tomurcuklar
kullaniimaktadir (George ve Sherrington 1984, Lindsey ve
Jones 1989). Hizl c¢ogaltim teknikleri degerli sls
bitkilerinin Uretiminde ve ticarete konu olan bitkilerin
genetik  safiyetinin  korunmasinda yaygin  olarak
kullaniimaktadir (Chu 1992, Huetteman ve Preece 1993,
Mantell ve ark. 1985, Pierik 1987). Hizli ¢ogaltim
calismasi 8. hatta yapilmistir. Rejenere olan strginler
bogumlarinin yarim santim alt kismindan kesilerek hizh
c¢ogaltim icin farkh oranlarda BAP-NAA ve TDZ-NAA
iceren ortamda kultire alinmistir (Sekil 1c). Elde edilen
sonuglar Cizelge 4’te verilmistir.

En yiksek slrglin olusturan eksplant ylzdesi 2 mgl/l
BAP ve 0,1 mg/l NAA ile 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA
iceren ortamlardan elde edilirken, eksplant basina en fazla
surglin adedi 4 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA igeren
ortamdan elde edilmistir. Ozgen ve ark. (1997), yoncada
yaptiklari galismada en fazla sirgini BAP ve NAA;
Sancak (1999), korungada yaptidi ¢calismada ise en fazla
suirgiinii BAP ve IBA igeren ortamlardan elde etmiglerdir.

Gelisen surginler 2 mg/l IBA igeren ortamda
koklendirilerek saksilara aktariimistir (Erdogan ve ark.
2004). Burada koklenen sirginler daha sonra iklim
odasinda saksilar icerisinde yiuksek nemde (% 90) bir slre
tutularak yeni bitkicigin hem ortam sartlarina uyum
saglamasi, hem de kok sisteminin gelismesi saglanmigtir
(Sekil 1d).
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Cizelge 4. Farkli Buylmeyi diizenleyici ve konsantrasyonlarinin 8 numarali hatta siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Buylimeyi diizenleyiciler (mg/l)

Siirglin olusturan eksplant orani (%)

Eksplant bagina sirgiin sayisi (adet)

BAP TDZ NAA
1 - 0.1 93.3 ab* 5.66 abc
1 - 0.2 93.3 ab 5.33 abcd
2 - 0.1 100.0 a 4.66 bcde
2 - 0.2 100.0 a 733 a
4 - 0.1 66.6 bc 200 f
4 - 0.2 933 ab 6.33 ab
- 0.50 0.1 73.3 abc 200 f
- 0.50 0.2 80.0 ab 3.00 def
- 0.75 0.1 66.6 abc 133 f
- 0.75 0.2 333 ¢ 1.66 f
- 1 0.1 80.0 ab 5.00 abcd
- 1 0.2 86.6 ab 233 ef
- 1.25 0.1 66.6 bc 3.33  cdef
- 1.25 0.2 73.3 abc 4.00 bcdef

*: Ayni sutunda farkli kiiglik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda ki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 1: Burgakta olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan kallus olusumu, adventif strgiin rejenerasyonu ve hizli gogaltim.
(a, b) kiltir baslangicindan 5 hafta sonra olgunlasmamis kotiledon olgunlagsmamis embriyo eksplantlarindan adventif
slirglin rejenerasyonu (bar=15mm; 9mm), c) In vitro elde edilen sirgunlerin hizli gogaltimi (bar=12mm) d) kéklenme

(bar=8mm)
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