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Baz Bitki Hormonlarinin Korungada (Onobrychis sativa L.)
In Vitro Ozellikler Uzerine Etkisi

Esin DADASOGLU', Metin TOSUN?

OZET: Bu calisma, bitki hormonlarindan (BH) naftalen asetik asit (NAA), 6-benzil amino piirin (BAP), kinetin
(KIN) ve thidiazuron (TDZ)’un korunga (Onobrychis sativa L.) bitkisinin baz1 in vitro dzelliklerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Toplam 42 farkli yontemin denendigi bu ¢alisma iki asamada gergeklestirilmistir.
Birinci asamada tohumlar hormonsuz ortamda ¢imlendirilmis, ikinci asamada ise hormonsuz ortamda ¢imlendirilmis
tohumlardan meydana gelen bitkiciklerden eksplantlar (kotiledon, kok ve hipokotil) alinarak farkli hormon, doz ve
hormon-doz kombinasyonlarini iceren ortamlara aktarilmistir. Bitki hormonlariin etkisine bakildiginda en fazla
say1da siirgiin olusumu kok eksplantindan 29.0 adet ile 1.5 mg I BAP’dan doksaninci giin sonunda elde edilmistir.
Kotiledonlarda kiiltiir siiresindeki artiga bagli olarak siirgiin sayis1 artmis ve en fazla siirgiin 7.8 adet ile TDZ’ nin
1.0 mg 1'"’lik dozundan doksaninci giiniin sonunda elde edilmistir. K6k olusumu bakimindan en iyi sonug ise 14.8
adet ile 0.4 mg I NAA’dan hipokotilden elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki hormonlari, doku kiiltiirti, korunga, Onobrychis sativa L.
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The Effect of Some Plant Hormones on In Vitro Properties
of Sainfoin (Onobrychis sativa L.)

ABSTRACT: This study prepared was carried out determining plant hormones (PH) (NAA, BAP, KIN and TDZ)
on formation of tissue culture on the sainfoin plants (Onobrychis sativa L.) grown in in-vitro conditions. This study
which is applied 42 different methods was performed. In the first stage, the seeds were sprouted in hormone-free
environment. In the second stage, the explants (cotyledon, root and hypocotyl) obtained from the plantlets were
transferred to the mediums including different hormone, dose and hormone-dose combinations. For the effect of
plant growth hormones, the highest number of shoots (29.0 nr) was obtained from root explant the dose 1.5 mg 1! of
BAP in the end of 90th day. Shoot number on cotyledones increased depending on incereasing number of treatment/
day and the highest number of shoot (7.8 nr) was obtained from the dose 1.0 mg I'' of TDZ in the end of 90th day.
The best result in terms of rooting (14.8 nr) was obtained from the dose 0.4 mg I'' of NAA from hypocotyl.
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* Bu makale: ‘Baz1 bitki ve memeli cinsiyet hormonlarinin korungada (Onobrychis sativa L.) in vitro 6zellikler tizerine etkisi’ baslikli
doktora tezinin bir bolimiinden hazirlanmstir.

oF
=
Nl\
.S
® N
S E
NN
S 2
&<
g5
=)
7]
«
3
N
=N
2 0
&N
=z
54
wn N
P )
~ -
s
£3
S v
'BN
$3
-
(SR

Gelis tarihi / Received: 12.01.2017
Kabul tarihi / Accepted: 05.05.2017



Esin DADASOGLU ve Metin TOSUN

GIRIS

Baklagil yem bitkilerinin iilkemizin tariminda
bu giinkii iiretim alanindan ¢ok daha genis alanlarda
iretilmesi tarimimizin  gelismesi  ve teknolojinin
gosterdigi yolda basariya ulagmasi i¢in zorunludur
(El¢i, 2005). Bu nedenle iilkemize hem tarimsal hem
de ekonomik agidan biiyiik faydalar saglayacak yem
bitkileri yetistiriciligine gereken Onem verilmeli ve
bu amagla yapilacak olan caligmalar her yonden
desteklenmelidir. Korunga genis bir uyum kabiliyetine
sahip, yiiksek kalitede ot hasil eden, kisa ve kuraga ¢ok
dayanikli oldugundan genis bir adaptasyon kabiliyetine
sahip, kullanim alam ¢ok fazla olan ¢ok yillik bir yem
bitkisidir (Tan ve Serin, 2013). Bilindigi gibi klasik
bitki 1slah1 teknikleri kullanilarak hastalik ve zararlilara
dayaniklilik basta olmak tizere, ¢esitlerin diger bircok
tarimsal 6zelliklerini iyilestirmede dnemli sinirlamalarla
karsilasilmaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996). Bununla
beraber, son yillarda gelistirilen doku kiiltiirii ve bitki
genetik mithendisligi teknikleriyle hastalik ve zararlilara
dayanikl bitki ¢esitleri kolaylikla iiretildigi gibi; yiiksek
verim kalite ve erkencilik yoniinden de dnemli adimlar
atilmistir (Erdogan ve ark., 2004).

Korunga {izerine daha 6nce yapilmis ¢alismalarda
In vitro kosullarda korunga bitkisinin hizli ¢ogaltim1
icin farkli konsantrasyonlardaki BAP, IBA ve NAA
ilave edilen Murashige and Skoog (MS) ortaminda, tek
bir embriyodan, 8 hafta i¢erisinde yiiksek oranda siirgiin
elde edilmistir. En yiiksek siirgiin ¢ogaltimi, 2 mg I'!
BAP ile IBA’nin 0.05 ve 0.1 mg I'"’lik ortamlarinda ve
2 mg 1" BAP ile NAA’nin 0.05, 0.1 ve 0.5 mg I'"’lik
ortamlarinda veya 8 mg I BAP ile 0.05 mg 1" NAA
ortaminda basarilmistir (Sancak, 1999). Korunga
kotiledon nod eksplantlar1 kullanilarak yapilan bir
caligmada ise, bitki biiyiime hormonlarinin (NAA ve
BAP) farkli konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu
tizerine olan etkileri aragtirllmistir,. NAA ve BAP’a ait
6 farkli kombinasyondan (0.5 mg 1" BAP + 0.00 mg 1!
NAA. 0.5 mg I'' BAP + 0.01 mg 1" NAA. 0.5 mg 1!
BAP + 0.02 mg I"' NAA. 1.0 mg I BAP + 0.00 mg 1!
NAA. 1.0 mg I BAP +0.01 mg I NAA ve 1.0 mg I'!
BAP +0.02 mg "' NAA) olusan ortamlarin tamamindan
siirglin rejenerasyonu saglanmistir. Eksplant basina
siirglin sayist en fazla (16.55 adet) 0.5 BAP + 0.00
NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Saglam, 2010).

Bu ¢alismanin amaci, korungada olgun embriyo
kullanilarak elde edilen eksplantlarin farkli hormon-doz
kombinasyonu i¢eren ortamlarda tepkilerini belirlemek

268

ve bunlar arasindan en iyisini segerek etkin bir
rejenerasyon sistemi olusturmaktir. Bu sayede iilkemiz
tarimi i¢in Onemli bir yem bitkisi olan korungada
biyoteknolojik  yontemler  kullanilarak,  {iretimi
onemli Olciide azalan korunga bitkisinin ¢ogaltimini
saglamaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirmamizda, Dogu  Anadolu  Tarimsal
Arastirma  Enstitisi'nden temin edilen Liitfibey
korunga (Onobrychis sativa L.) ¢esidine ait tohumlar
kullanilmigtir. Tohum kabuklari ayrildiktan sonra
tohumlar 6nce saf su ile yikanmis, daha sonra %70’lik
etil alkolde 15 dakika ve %1’lik sodyum hipokloritte
(%20’lik ticari camasir suyu) 30 dakika siire ile karigtiric
da karistirllarak ylizey sterilizasyonu yapilmistir. Bu
islemin ardindan tohumlar, steril kabin iginde ili¢ kez
otoklavlanmig saf sudan gecirildikten sonra icerisinde
MS temel besi ortami ve vitaminleri bulunan petriler
igerisinde aseptik sartlar altinda 25°C’de, 16 saat giin/8
saat karanlik giin periyodunda ¢imlendirmeye alinmistir.
Meydana gelen bitkiciklerden kotiledon yapragi, kok
ve hipokotil eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlar
cizelge 1’de verilen kiiltiir ortaminda kiiltiire alinmistr.
Eksplantlar ve/veya siirgiinler canli kalma durumlarina
gore 30 ve 60. giinlerin sonunda 0.5 mg I'' NAA igeren
MS ortamina aktarilmis gézlemler 30. 60 ve 90. giin
sonunda alinmistir. Besi ortami olarak, MS tuz ve
vitaminleri (Murashige ve Skoog. 1962), karbonhidrat
kaynagi olarak 20 gr 1" sakkaroz, 100 mg 1! askorbik
asit, 7 g I'" agar, 1.95 gr I'' MES kullanilmistir. Ortamin
pH’s1 5,8 olarak ayarlanmistir. Eksplantlar 25+1°C’de
16 saat giin/8 saat karanlik sartlarda kiiltiire alinmistir.
Aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi kullanilmis
ve yogunlugu 1500 liikks olarak ayarlanmigtir. Her petri
bir tekerriir olarak kabul edilip, her petri kutusuna 16
adet eksplant birakilmig ve ¢aligma tam sansa bagl
deneme planina gore 4 tekrarli olarak yiirtitiilmustiir.

Deneme 4 farkli hormon tipi (1 oksin ve 3 sitokinin)
ve her bir hormon tipine ait 5 farkli doz kullanilarak
toplam 42 farkli kombinasyondan (Cizelge 1) elde
edilmistir. Bu kombinasyonlarin her biri bir yontem
olarak ele alinmig ve istatistiksel analizler buna gore
yapilmistir. Elde edilen bulgular SAS GLM (SAS Inst.
Cary. NC) bilgisayar programi kullanilarak varyans
analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve DUNCAN ¢oklu
karsilastirma testine gore 0.05 ihtimal seviyesinde
degerlendirilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Kotiledonlarin siirgiin olusturma kapasitesi

iizerine BH’nin etkileri

Otuzuncu ve altmisinct gilinlin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi
sonuglarina  goére, uygulamalarin (muamele)
etkisi ¢ok oOnemli (p<0.01) olmustur. Hormon
kombinasyonlarina ait veriler incelendiginde,
otuzuncu giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant
say1s1t bakimindan ilk siray1 2.0 adet stirgiin ile 0.2
mg 1" NAA+ 0.5 mg 1" BAP ve 0.2 mg I'' NAA +

1.5 mg I'' BAP almistir.

Diger taraftan hi¢ hormon uygulanmadig:
kontrol grupta ve 18 kombinasyonda siirgiin elde
edilememistir. Ayrica, slirglin olusumu iizerine en
az etkili hormonun NAA + KIN kombinasyonu
oldugu belirlenmistir. Altmisinci giiniin sonunda
ilk sirayr ortalama 3.5 adet siirgiin ile 0.2 mg
I NAA + 1.5 mg I'! TDZ almis, bunu 3.3 adet
sirgiin ile 0.4 mg I'' NAA + 1.5 mg I'' TDZ, 0.2
mg 1" NAA + 0.5 mg 1! BAP, 0.2 NAA mg 1! +
1.0 mg I'' BAP kombinasyonlar: izlemistir. Diger
taraftan, kontrolde (hi¢ hormon uygulanmamis)
ve 9 kombinasyonda siirgiin elde edilememistir.
farkliliklar

istatistiksel anlamda ¢ok o©nemli bulunmustur
(Cizelge 2).

Doksaninc1 giinin sonuna ait (Cizelge 2)

Kombinasyonlar arasindaki

verilen ortalama degerlere bakildiginda, ilk siray1
7.8 adet siirgiin ile 0.0 mg 1! NAA + 1.0 mg I'!
TDZ almisg, bunu 6.0 adet ile 0.0 mg I'" NAA + 1.5
mg 1! TDZ hormon kombinasyonlari izlemis ve
tim uygulamalar arasindaki farklilik istatistiksel

anlamda ¢ok dnemli olmustur.
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Siirgiin olusumukontroldeise 0.3 adetolmustur.

Hormon tipi yoOniinden degerlendirildiginde
digerlerinde (30. ve 60. giin) oldugu gibi, en az

etki eden hormonun kinetin oldugu gorilmiistiir.

Kotiledonlarin canli kalma orani iizerine
BH’nin etkileri

Kotiledonlarin canlilik orani (doksaninct giin
sonunda) iizerine hormon-doz kombinasyonuna
ait uygulamalar istatistiksel anlamda ¢ok
onemli olmustur. Kombinasyonlara ait degerlere
bakildiginda, en yiliksek canlilik orani %96.9
ile 0.0 mg I'" NAA + 1.5 mg 1" TDZ’den
Kontrolde

%12.5 olmustur. TDZ’nin yalniz kullaniminin

elde edilmistir. ise canlilik orani
canlilik iizerine etkisinin diger tiim hormon
dozu ve kombinasyonlarina goére daha yiiksek
TDZ ile NAA
kombinasyonlarinin genel olarak canlilik iizerine
olumsuz etki ettigi, ancak BAP ile NAA ve KIN
ile NAA kombinasyonlarinin NAA ve BAP’in
tek basina etkisine gore daha iyi sonu¢ verdigi

oldugu gorilmistir. Ayrica

belirlenmistir (Cizelge 2).

Hipokotilin siirgiin olusturma kapasitesi
iizerine BH’nin etkileri

Otuzuncu gilinlin sonunda siirgliin olusturan
eksplant sayis1 bakimindan uygulamalar arasindaki
farkliliklar ¢ok Onemli olmustur. Cizelge 3’te
verilen degerlere bakildiginda, ilk siray1 16.0 adet
siirgiin ile kontrol uygulamasi almis olup, bunu
13.0 adet siirgiin ile 0.0 mg I'' NAA + 1.5 mg 1!
kinetin ve 12.8 adet siirgiin ile 0.2 mg 1! NAA +
1.0 mg I'! TDZ kombinasyonu izlemistir. Siirgiin
olusumu bakimindan en etkili hormonun kinetin

oldugu gorilmiistir (Cizelge 3).
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Cizelge 2. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara gore kotiledon eksplantindan 30. 60 ve 90. giin
sonunda siirgiin olusturanlarin sayisi (adet)'ve 90. giiniin sonunda canlilik oranlar1 (%)

NAA
— Hormon Doz (mg I'")
T 0 0.2 0.4
%)
=
E 0 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°
B0
3 0.5 0.0¢ 2.0° 0.8
3 BAP 1.0 0.0¢ 0.8t 0.8
5 be a ab
g 1.5 0.3 2.0 1.3
; 2.0 0.5 be 1.3 1.3
]
£ 0 0.0 0.0 0.0°
=
= 0.5 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°¢
f
g KIN 1.0 0.0° 0.0°¢ 0.0°¢
=
S 1.5 0.0° 0.0°¢ 0.5 b
=
E; 2.0 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°¢
é 0 0.0° 0.0° 0.0°
g 0.5 0.8 b 0.0 0.5 b
S TDZ 1.0 0.8 b 0.0°¢ 0.5 b
on
& 1.5 1.3 0.5 1.0 abe
2.0 0.0° 0.5 0.5 b
0 0.0 0.0 0.5 &
0.5 2.8 33® 2.0
i BAP 1.0 1.3 33® 2.5
[
; 1.5 23w 2.3 2.8 x4
[
= 2.0 2.00f 230 2.00f
-z
g o 0 0.0 0.0 0.5 e
[
ot *5 R
= 0.5 0.0 0.0 0.8
2.5
S B KIN 1.0 0.0 0.0 0.0
= ;
= 'm
2 1.5 0.5 ¢ 0.3M 0.5 &n
:a =
.§ < 2.0 0.0 0.0 0.0
§ 0 00" 00" 0.5 &
i= 0.5 2.8 o 03Mm 1.54h
en
g TDZ 1.0 3.0 % 0.5 1.8 ¢
1.5 3.0 @be 350 3.3
2.0 3.0 e 2.8 xd 1.5

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 3, 2017 271



Esin DADASOGLU ve Metin TOSUN

Cizelge 2. Devami

_ 0 0.3 ™ 0.3 ™ 1.8
z
2 0.5 3.0 ¢ 3.3 3.0 ¢
=
§o 1.0 1.510 580 3.3 d
=
< BAP 1.5 3.3 2.5 ek 4,50
=
]
=t 2.0 2.3¢l 43¢t 2.8
z
g8 0 0.3 ™ 0.3 ™ 1.8
E
2 0.5 0.3 0.3 ™ 0.5 mo
=
e 1.0 0.0° 0.0° 0.0°
<
1o
g KIN 1.5 0.5 mno 0.8 0.0°
=
c 2.0 0.5 ™o 0.0° 0.0°
)
5 0 0.3 ™ 0.3 ™ 1.8
17,
<
< 0.5 4.8 bed 1.55° 2.0m
=
g 1.0 7.8 1.0 ko 2.0
=
o TDZ 1.5 6.0° 3.3 3.5¢h
g .
2.0 3.8 de 43¢t 1.5
0 12,5 6.3° 32,8+
0.5 18.8 1 21910 53.1 ¢
1.0 9.4 o 53,1 ke 32,8+
BAP 1.5 20.3 ko 29.7 62.5 d
2.0 15.6 ™ 28.1m 29.7
0 12,5 6.3° 32,8+
0.5 313+ 34.4 59.4 ¢
g 1.0 125 40.6 & 39.1 M
§ KIN 1.5 344 39.1 M 39,1 M
(=}
= 2.0 2345 34.4 29.7+
=
B 0 12.5 P 637 32.8 1k
<
=
£ 0.5 76.6 56.3 < 73.4 <
=
(=}
2 1.0 92,2 34,4 85.9 abe
=
a TDZ 1.5 96.9 * 85.9 abe 50.0 <
S
X 2.0 82.8¢ 78.1 ¢ 48.4 feh

1) Aynu siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir
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Cizelge 3. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara gore hipokotil eksplantindan 30. giiniin
sonunda siirgiin olusturanlarin sayisi (adet), 30. ve 60. giiniin sonunda kok olusturanlarin sayisi (adet)!

NAA
Hormon Doz (mg 1)
0 0.2 0.4
0 16.0° 3.5 034

£ 0.5 6.3 5.5k 250
:a- 1.0 5.3k 7.0 Mk 4.8%
° BAP 1.5 5.5kn 5.0k 5.5 kn
g T 2.0 4.0m» 4.0m» 5.8 §m
Z*é- 0 16.0 35 039
- 0.5 10.0 < 12.3 bed 8.8 ch
= =
Eﬂ Z 1.0 9.0¢h 10.8 <de 10.0 <
H-20 .
>3 KIN 1.5 13.0° 10.3 10.8 «de
23 2.0 10.8 < 83 ™ 9.3 ¢t
Y 0 16.0 ¢ 35 039
| 0.5 7.0 % 7.0 bk 2570
! 1.0 10.3 df 12.8 b 431
S TDZ 1.5 7.8 ¢ 48" 3.5

2.0 83t 2.8 6.0 7m
_ 0 0.0" 8.0° 14.5
: 0.5 25 0.8 0.5
= 1.0 2.3 0.5 0.0"
2 BAP L5 0.0" 1.5t 0.3
= 2.0 0.0" 0.0" 0.0"
So 0 0.0 80" 145
«;‘g 0.5 330 0.3 0.5
:o E 1.0 2.5 03¢ 00"
i z KIN 1.5 2.0 &f 0.3 ¢ 0.0"
'§ & 2.0 0.5¢ 0.3 0.0h
2 0 0.0" 8.0° 145¢
(=]
2 0.5 0.0" 5.0¢ 0.0"
E 1.0 0.0" 3.0 0.0"
;f’ TDZ 1.5 0.0" 0.0" 0.0h
« 2.0 0.0" 0.0" 0.0h
_ 0 9.5° 8.5 14.8 2
= 0.5 50°¢ 0.8 feh 1.3t
= 1.0 2.8 2.0 ¢ 0.0"
= BAP 1.5 1.5 1.5 1.8 ¢
3 2.0 1.5dn 0.8 fen 1.0en
So 0 9.5° 85" 148"
«;‘g 0.5 33 0.3 0.5
:o E 1.0 2.5 def 0.5¢ 00"
i z KIN 1.5 2.0 ¢¢ 0.8 feh 0.8 b
'§ & 2.0 0.5¢ 0.5 0.0h
2 0 9.5° 8.5" 14.8+
(=]
2 0.5 0.0" 5.0¢ 0.0"
E 1.0 0.0" 4.8¢ 0.0"
;f’ TDZ 1.5 0.0" 0.0" 0.0h
e 2.0 0.0" 0.0" 0.0"

1) Ayni siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Hipokotilin kok olusturma kapasitesi iizerine
BH’nin etkileri

Hipokotilin ~ eksplant  olarak  kullanilmast
durumunda 30. giiniin sonunda kok olusturan eksplant
say1s1 bakimindan ilk siray1 14.5 adet kok ile 0.4 mg 1!
NAA almis, bunu 8.0 adet ile 0.2 mg 1! NAA izlemis
ve tiim hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliliklar
istatistiksel anlamda ¢ok Onemli olmustur. Kontrol
grupta ve 18 kombinasyonda kok elde edilememistir.
Ayrica, kok olusumu iizerine en az etkili hormonun
NAA + TDZ kombinasyonu oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 3). Altmisinct giinlin sonunda da ilk siray1
14.8 adet kok ile 0.4 mg 1! NAA almig, bunu 9.5 adet
ile kontrol grup, 8.5 adet ile 0.2 mg 1! NAA izlemis
ve tim hormon kombinasyonlar1 arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda ¢ok dnemli olmustur. Diger taraftan
13 kombinasyondan kok elde edilememistir (Cizelge 3).

Kokiin siirgiin olusturma Kkapasitesi iizerine
BH’nin etkileri

Kokiin siirglin olusturma kapasitesi {lizerine bitkisel
hormonlarm etkilerini belirlemek amaciyla eksplantlar
kiiltiir ortaminda 30. 60 ve 90 giin olmak {izere ti¢ farkl
stirede tutulmuglardir. Otuzuncu giiniin sonunda siirglin
olusturan eksplant sayisi bakimmdan ilk siray1 4.5 adet
stirgtinile 0.0 mg " NAA+0.5 mg I'' BAP almis, altmisinct
gliniin sonunda ilk siray1 14.8 adet siirgiin ile 0.0 mg I
NAA + 2.0 mg I'' BAP ve doksaninci giiniin sonunda
ilk siray1 29.0 adet siirgiin ile 0.0 mg " NAA + 1.5 mg
I'' BAP almis ve tim hormon tipleri arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli olmustur (Cizelge 4).

Kok eksplantinin koklenme Kkapasitesi iizerine
BH’nin etkileri

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda
30. giiniin sonunda kok olugturan eksplant sayisi
bakimindan ilk sirayr 5.8 adet kok ile herhangi bir
hormon uygulamasinin yapilmadigi kontrol grup almas;
bunu 4.8 adet ile 0.2 mg I'' NAA; 3.8 adet ile 0.2 mg
I NAA + 0.5 mg I'' KIN izlemis ve tim uygulamalar
arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda ¢ok onemli
olmustur (Cizelge 5).

Koklerden elde edilen eksplantlarin koklenmesi
iizerine BH’nin etkileri

Koklerden olusan siirglinlerin doksaninci giiniin
sonunda koklenmeleri bakimindan ilk sirayr 2.8 adet
stirgiinile 0.2 mg "' NAA+0.5 mg I TDZ almis, bunu 1.5
adetile 0.2 mg I NAA + 1.0 mg I"' TDZ ve kontrol grup
izlemistir. Uygulamalarm etkisi ¢ok 6énemli olmustur.
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Koklerin canhh kalma oram iizerine BH’nin
etkileri

Doksaninci giin sonunda kdk eksplantinin canlilik
orani lizerine uygulamalarin etkisi istatistiksel anlamda
¢ok o6nemli olmustur. Canlilik orani bakimindan ilk
sirayt %67.2 ile 0.2 mg ' NAA + 2.0 mg 1" TDZ
uygulamasi almis, bunu %59.4 ile 0.2 mg I' NAA + 2.0
mg 1" BAP takip etmistir. Diger taraftan canlilik orani
kontrol grupta %34.4 olarak tespit edilmis, denemede
kullanilan diger 21 kombinasyonda ise canlilik orani
kontrole gore daha diisiik olmustur. (Cizelge 5).

Doku kiiltiirii  galismalarinda 6ncelikli olarak
dikkate alimmas1t gereken husus, uygun bitki biiyiime
diizenleyicilerinin tipi ve konsantrasyonlarinin segimidir.
Ayrica. uygun eksplant secimi de boyle c¢aligmalarda
oldukga 6nem arz etmektedir. Ciinkii ortama ilave edilen
biliylimeyi diizenleyiciler tiire, ¢eside ve hatta eksplant
tipine uygun olmayan tipte ve konsantrasyonlarda ise
kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu olumsuz yonde
etkilenebilmektedir. Korunganin da iginde yer aldigi
bir¢ok bitkide yapilan c¢aligmalar sonucunda, oksin-
sitokinin dengesinin iyi ayarlanmasi durumunda yiiksek
oranda adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilebilecegi
bildirilmistir (Ozgen ve ark.. 1997; Sancak, 1999; Co¢ii
ve ark., 2003; Erdogan ve ark., 2004; Erdogan ve ark.,
2005; Celiktas ve ark., 2006; Cocii, 2008).

Bitki biiylime diizenleyicilerinin doku kiiltiirii
sartlarinda korunga bitkisi {izerindeki etkilerine
bakildiginda  kotiledonlarin  siirgiin ~ olusturma
kapasitesi lizerine arastirmada kullanilan hormonlarin
(NAA, BAP, TDZ, KIN) tek olarak ortama ilavesinin,
sirgin olusumuna etki etmedigi, kombinasyon
halinde kullanildiklarinda ise en etkili kombinasyonun
NAA+BAP oldugu, ayrica ve NAA+TDZ nin ise sadece
bir ka¢ kombinasyonunun etkili oldugu goriilmiistiir.
Uzun (2012), korungada yaptig1 calismada en fazla
stirgiin sayisin1 1 mg I TDZ igeren besi ortamindan,
hipokotil eksplantindan elde etmistir. Barbulova et al.
(2002), tarafindan farkli yonca gesitlerinde yapilan bir
calismada eksplant olarak yaprak ve yaprak saplari
kullanilmigtir.  Arastiricilar.
kabiliyetinin birbirinden farkli oldugunu ve en iyi
sonucun 0.5 mg I"' BAP i¢eren ortamdan elde edildigini
bildirmislerdir. Yoncaya ait farkli eksplantlarin
kullanildig1 diger bir g¢aligmada ise en iyi sonug
kotiledon ve petiol eksplantlarindan ve oksinin (2.4-D)
diisiik dozda kullanildig1 ortamdan elde edilmistir
(Gallego et al., 2001).

cesitlerin rejenerasyon
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Cizelge 4. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara gére kok eksplantindan 30. 60. ve 90. giiniin
sonunda stirgiin olusturanlarin sayisi (adet)’

Hormon Doz (mg 1) NAA
0 0.2 0.4
0 0.3 ¢ 2.0 bed 1.3
B} 0.5 450 2.8° 1.0 ¢
So BAP 1.0 1.3¢e 1.5t 0.0"
2% 15 15 13 1.0
e 2.0 0.8 " 1.8 0.0
o 0 0.3 2.0 1.3
5 - 0.5 0.0" 0.8 et 230
= KIN 1.0 230 0.8 ¢ 2.8°
£z 1.5 0.8 ch 0.0" 0.0"
gz 2.0 1.0 ¢ 0.0 0.0
g E 0 0.3 ¢ 2.0 bed 1.3¢¢
A 0.5 0.8 28" 0.3 ¢
S C TDZ 1.0 0.8 0.3 0.0"
1.5 00" 0.0" 0.5 e
2.0 00" 0.0" 0.8 <h
0 2.0 330 5.0 e
0.5 7.8 7.8 cfe 4.0m
go BAP 1.0 1.0 4.5 1.0
23 1.5 133 10.5 3.8
& 2.0 14.8 ¢ 12.5 @ 4.0
5 2 0 2.0 33 5.0 &
= - 0.5 350 2.0k 3.8
S KIN 1.0 9.3 d 230 3.8
E i 1.5 3.3 3.5 6.5 e
s = 2.0 3.8m 3.5m 2.8
£ g 0 2.0 330 5.0 e
A 0.5 484 2.8+ 150
g o TDZ 1.0 0.8 2.3 1.3 ™
1.5 4.5k 0.0° 0.0°
2.0 1.0 0.8 1.5
0 33 3.5 5.8¢l
0.5 12.5¢ 12.5¢ 11.0 4
Ea BAP 1.0 2450 12,0 % 12,0
%g 1.5 29.0° 18.0° g3 e
<5 2.0 203°¢ 27.0® 6.0 &
o 0 3.3 3.5 584
5z 0.5 7.0 5 2.50m 3.8
= KIN 1.0 9.3 de 2.3 km 3.8+
£z 1.5 33 3.8 6.5 ¢
gz 2.0 3.8 3.5 2.8m
E E 0 33w 3.5mm 5.8 ¢!
s 2 0.5 5.0t 4.3 b 1.8m
g o TDZ 1.0 3,00 2.8im 1.5m
1.5 4.5 m 1.om 1.0m
2.0 40 13m 1.5m

1) Ayni stitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Cizelge 5. Farkli hormon tipleri ve dozlariin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara gore kok eksplantindan 30. giiniin sonunda kék
olusturanlarin sayisi (adet)!, 90. giiniin sonunda koklenen eksplant sayisi (koklerden elde edilen siirgtinlerden) (adet)', 90. giiniin sonunda
eksplantlarin canlilik orani (%)!

NAA
Hormon Doz (mg I'") 0 02 04
N 0 580 4.8 1.8¢
g 0.5 0.0¢ 0.0¢ 0.0 ¢
g BAP 1.0 0.0 0.0¢ 0.0
= 1.5 0.0¢ 0.0¢ 0.0¢
£ 2.0 0.0¢ 0.0¢ 0.0
‘gr% 0 58¢ 48 1.8¢
e 3 0.5 0.0¢ 3.8 0.0¢
22 =2
b KIN 1.0 0.0¢ 0.8 < 0.0 ¢
N 1.5 0.04 0.5 0.0¢
E i 2.0 0.0¢ 1.3 0.0¢
S 5 0 580 4.8 1.8¢
S 0.5 0.0¢ 0.0¢ 0.0°¢
a TDZ 1.0 0.0 ¢ 0.0 ¢ 0.0¢
e 1.5 0.0¢ 0.0¢ 0.0¢
“ 2.0 0.0¢ 0.0¢ 0.0¢
_ 0 1.5° 0.0°¢ 0.0°¢
- 0.5 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°¢
= i;» BAP 1.0 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°¢
2 1.5 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°
55 2.0 0.0¢ 0.0°¢ 0.0°
§sE 0 1.5° 0.0° 0.0°
% % 2 0.5 0.0 0.0 0.0
. o KIN 1.0 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0¢
= T
E3 g 1.5 0.0° 0.0° 0.0°
=53 2.0 0.0° 0.0° 0.0°¢
=5 0 1.5° 0.0°¢ 0.0°
= E
£ 0.5 0.0° 2.8¢ 0.0°¢
;P;; TDZ 1.0 0.0 15° 0.0°¢
Sz 1.5 0.0°¢ 0.0°¢ 0.0°
e 2.0 0.0¢ 0.0° 0.0°¢
0 34.4 ¢ 15.6 15.6
= 0.5 313 28.1 ¢ 2341
E BAP 1.0 37.5 ¢ 25.0 ™ 25.0
- 1.5 32.8 ¢ 453 ¢ 37.5 ¢
E 2.0 438 59.4 25.0 ™
E_ 0 3444 15.6 15.6
B 0.5 54.7 32.8 29.7%
<z KIN 1.0 28.1 & 328 2197
—§ g 1.5 422 ¢ 422 ¢ 2191
2 2.0 42.2 21.9% 23.41
3 0 34.4 ¢ 15.6 15.61
3 0.5 422 48.4 bed 56.3
i TDZ 1.0 43.8 < 29.7 F 25.0 t
g 1.5 34.4 ¢ 37.5 ¢ 15.6
2.0 453 b 67.2¢ 203

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Bu arastirmada hormon ve dozlar1 ele alinarak
degerlendirilme yapildiginda (kontrol harig), eksplant
olarak hipokotil kullanildiginda en fazla siirgiin
KIN ve KIN+NAA iceren ortamlardan elde edilmis
ve hipokotil eksplanti siirgiin olusturma kabiliyeti
bakimindan eksplantlar igerisinde ilk sirada yer almistir.
Akgura ve ark., (1999), tarafindan korungaya ait farkl
eksplantlar kullanilarak yapilan ¢alismada da burada
kaydedilen sonuglara benzer olarak en fazla siirglin
rejenerasyonu hipokotilin eksplant olarak kullanildigi
BAP ve NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Ayni
sekilde, Karamian and Ranjbar (2008), korungaya ait
hipokotil eksplantlarin1 kullanarak yaptiklari calismada
en iyi sonucu 0.5 mg I NAA ve 1 mg I'' BAP igeren
ortamdan elde etmislerdir. Ayni sekilde, (Ozcan ve ark.,
1996) tarafindan korungada yapilan bir denemede en
fazla stirgtin olusumu 0.5 mg I BAP ve 0.2 mg I' NAA
iceren ortamdan hipokotil eksplantindan elde edilmistir.
Yine korungada yapilan baska bir ¢calismada (Hiroshi
and Zhumeng, 1993) siirgiin olusumu bakimindan en
iyi ortamin 1uM NAA + 10 uM BAP kombinasyonu
oldugunu, kok ve hipokotil eksplantlarinin kotiledonlara
gore daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir. Onceki
calismalarda BAP’in bizim calismamizda ise KIN’in
daha iyi sonug¢ vermesi, diger caligmalarda kinetinin
denenmemis olmasindan ve kullanilan genotiplerin
farkli olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica hipokotil
eksplantinin hormonsuz ortamda bile iyi sonug verdigi
yapilan ¢alisma neticesinde goriilmiistiir.

Bu aragtirmada kok eksplantinda en fazla siirgiin
BAP ve BAP+NAA kombinasyonlarindan elde
edilmigtir. Caligmada kullanilan kombinasyonlarin
¢ogundan az sayida da olsa siirgiin elde edilmis,
ancak genel olarak bazilarinda gerek hormonlarin
yiiksek dozda tek kullaniminin gerekse kombinasyon
halinde kullaniminin = siirgiin - olusumunu olumsuz
yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Ayrica, siirgiin
olusumu {izerine kiiltiir siiresinin etkisinin de oldukca
onemli oldugu tespit edilmistir. Ozgen ve ark. (1998),
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tarafindan korungada yaprak petiol ve kok eksplantlari
kullanilarak yapilan bir ¢alismada en yiiksek oranda
siirgiin rejenerasyonu kok eksplantindan, 20 uM BA
ve 0.5 uM NAA igeren ortamdan petiol eksplantindan
elde edilmistir. Korungada mikrogogaltim amaciyla
yapilan baska bir calismada ise en yiiksek oranda
stirgiin olusumu 2 mg I BAP+ 0.05 mg 1! IBA, 2 mg
I'" BAP+ 0.1 mg I'' IBA, 2 mg I BAP+ 0.05 mg 1!
IBA, 2 mg I BAP+ 0.1 mg I NAA, 2 mg I'' BAP+
0.5 mg I NAA ve 8 mg I'" BAP+ 0.05 mg I'' NAA
iceren ortamlarda gerceklesmistir (Sancak, 1999).
Yang and Nakashima (1992), tarafindan kok, hipokotil
ve kotiledon eksplantlar1 kullanilarak korungada
yapilan bir denemede 2.4-D ve BAP’1n rejenerasyon
iizerine etkisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Yine. korungada yapilan bagka bir calismada en fazla
stirgiin rejenerasyonu 10.7 uM M NAA ve 2.3 uM M
KIN igeren BS ortaminda kiiltiire alinan, apikal-aksillar
meristemlerden elde edilmistir (Celiktas ve ark.. 2006).

SONUC

Bu calisma, 6nemli bir baklagil yem bitkisi olan
korungada adventif siirgiin rejenerasyonu {izerine
bitki hormonlarmin etkilerini belirlemek amaciyla
yapilmistir. /n vitro fidelerden elde edilen kotiledon, kok
ve hipokotil eksplantlari farkli dozlarda hormon igeren
ortamlarda kiiltiire alinmiglardir. Yapilan bu caligma
sonucunda gerek hormon tip ve doz kombinasyonlarinin
gerekse eksplant tipinin ele alinan parametreler tizerine
tepkilerinin birbirinden farkli oldugu goriilmektedir.
Bu bakimdan en iyi sonug kok eksplantindan 29.0 adet
stirgiin ile 1.5 mg I BAP’dan doksaninct giin sonunda
elde edilmistir. Kok olusumu bakimindan en iyi sonug
ise 14.8 adet ile 0.4 mg 1" NAA’dan hipokotilden elde
edilmistir. Bu sayede zararlilar tarafindan tiretimi nemli
Olciide azalan korunga bitkisinin in vitro sartlarda
biyoteknolojik yontemler kullanilarak ¢ogaltiminin
miimkiin olabilecegi diigiiniilmektedir.
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