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Anahtar Kelimeler Oz: Farkli yonca gesitlerinin somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonuna
Medicago sativa, . tepkilerini belirlemek amaciyla yiiriitilen calismada Prosementi, Gea, Savas,
Somatik embriyogenesis, Omerbey, 0S66, Artemis ve Classe yonca cesitleri kullanilmistir. Cesitlere ait

Siirgiin rejenerasyonu,

Temel besin ortasm fidelerden elde edilen kotiledon ve yaprak eksplantlar1 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L

kinetin, 2 g/L prolin ve 30 g/L sukroz iceren, 8 g/L agar ile katilastirilan dort farkh
(MS, B5, SH ve N6) temel besin ortaminda kiltiire alinmistir. Arastirma 3
tekerriirlii ve her tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde tesadif parsellerinde
faktoriyel deneme desenine gore yiiriitilmistir. Arastirma sonucunda petri
basina kallus agirligy, petri basina somatik embriyo ve bitkicik sayilar1 sirasiyla
0.253-6.700 g, 0-19.667 adet ve 0-6.667 adet arasinda degisim goéstermistir.
Yaprak eksplantinda en fazla petri basina somatik embriyo ve bitkicik sayisi
Omerbey yonca ¢esidinde SH temel besin ortaminda elde edilirken, Kotiledon
eksplantinda ise en yliksek petri basina somatik embriyo sayis1 OS 66 ¢esidinde N6
besin ortaminda elde edilmis olup, hig bitkicik gelisimi belirlenmemistir.

The Effects of Different Basal media on Somatic Embryogenesis in Some Alfalfa

Cultivars
Keywords Abstract: In order to determine the responses of different alfalfa genotypes to
Medicago sativa, _ plant regeneration through somatic embryogenesis, Prosementi, Gea, Savas,
Somatic embryogenesis Omerbey, 0S66, Artemis and Classe alfalfa cultivars were used. Leaflet and

Shoot regeneration,

i cotyledon explants of the cultivars were cultured on different basal media (MS, B5,
Basal media

SH and N6) containing 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L kinetin, 2 g/L proline and 30 g/L
sucrose solidified with 8 g/L agar. The research was carried out in a randomized
plots-factorial experimental design with 3 replications and 10 explants per
replication. As a result of the research, callus weight per petri dish, the number of
somatic embryos and plantlets per petri dish varied respectively between 0.253-
6.700 g, 0-19.667 and 0-6.667. The maximum number of somatic embryos and
plantlets per petri dish was obtained from Omerbey alfalfa cultivar cultured on SH
basal medium in the leaflet explant; whereas in the cotyledon explant, the highest
number of embryos per petri dish was obtained from N6 medium in OS 66 cultivar
and no plantlet regeneration was achieved from cotyledon explants.

*lgili Yazar, email: scocu@erciyes.edu.tr
1. Giris

Yonca (Medicago sativa L.) yeryiiziinde en fazla tarimi yapilan, uzun émiirlii cok yillik ve yabanci déllenen bir
yem bitkisidir. Dik ya da yatik gelisen formlar1 bulunabilir (1). Yonca ¢ok genis bir adaptasyon yetenegine
sahiptir. Yonca, iyi gelismis derinlere inen kok sistemi ile genel olarak kuraga dayaniklidir. Ancak, yil icinde ¢cok
sayida bi¢cim vermesi ve her bicimden sonra ¢ok fazla yesil aksam olusturmasi nedeniyle diger kiiltiir bitkilerine
oranla suya gereksinimi daha yiiksektir. Yonca bolgenin vejetasyon siiresine de bagh olarak yil icerisinde kurak
alanlarda sulanarak yagish bolgelerde ise sulanmadan yagisa bagh olarak 3-7 defa bicilebilir. Yem bitkilerinin
kraligesi olarak bilinen yonca %18-25 oraninda protein igerir, hayvanlar i¢in yas ya da kuru ot olarak hem ¢ok
lezzetli hem de vitaminlerce ¢ok zengindir. Ozellikle; Tokoferol, Karotin, Ksantofil ve Vitamin A degerleri ¢cok
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yuksektir (2). Yonca; hayvan beslenmesindeki éneminin yam sira ortiicli bitki, yesil glibre ve toprak islahi
acisindan da ¢ok 6nemlidir. Baklagil yem bitkisi olmasindan dolay1 havadaki azotu topraga baglar ve dolayisi ile
kendisinden sonra ekilecek yiizlek koklii bitkilere organik madde ve azot bakimindan zengin, su tutma kapasitesi
yiiksek Kaliteli toprak birakir. Iyi gelismis kazik kok yapisi ile de topragin derinlerindeki besin maddelerini iist
katmanlara tasir (2).

Giinliimiizde doku kiiltiirti teknikleri bitki 1slahinda ve bitkilerin ticari liretiminde ¢ok genis kullanim alanina
sahiptir. Bitki doku kiiltlirli islemlerinin temeli bitki rejenerasyonudur. Meristematik olmayan somatik
hiicrelerden rejenerasyon; hiicre veya dokulardan degisime neden olacak uygulamalarla siirgiin taslaklari
olusturmak (Organogenesis) veya somatik embriyogenesis yoluyla olmaktadir (3). Vejetatif hiicrelerden gelisen
embriyolar somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir. Somatik embriyo olusumu i¢in somatik dokular yiiksek
oranda oksin iceren ortamda kiiltiire alindiginda embriyo liretme yetenegi kazanmaktadir. Zigottan gelisen bitki
embriyosunun gosterdigi gelisim safhalarini somatik embriyolar da gosterir. Ancak somatik embriyolar bir
endosperm icermezler (3). Somatik embriyogenesis gen aktarim ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Yoncada in vitro rejenerasyon genellikle somatik embriyogenesis ile yapilmaktadir (4). Somatik embriyogenesis
yoluyla ilk rejenerasyon ¢alismasi 1972 yilinda Saunders ve Bingham tarafindan (5) yapilmis ve gliniimiize
kadar bir¢ok arastirici tarafindan somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu calismasi yiriitilmistiir.
Yoncada daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde; yaprak (6), yaprak sap1 (7, 8), olgunlasmamis embriyo (9),
hipokotil (10), siispansiyon Kkiiltiirii ve mezofil protoplastlar1 (11) gibi farkli bitki kisimlarindan somatik
embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu elde edilmistir. Ancak yoncada yapilan somatik embriyogenesis
calismalarinda biytiik dl¢iide genotipe baglh bir rejenerasyon goriilmektedir (12). Bu nedenle bu ¢alismada bazi
yonca ¢esitlerde somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismada; Prosementi Bologna, Gea, Savas, Omerbey, 0S66, Artemis ve Classe yonca ¢esitleri kullamilmustir.
Cesitlere ait tohumlar steril kabin igerisinde manyetik karistirici kullanilarak %50 ticari gamasir suyu icerisinde
15 dakika siire ile sterilize edildikten sonra; tohumlar 3 defa 5’er dakika olmak {izere saf sudan gecirilip, 30 g/L
sukroz, 8 g/L agar iceren MS besin ortamina ¢imlendirilmistir.

Cimlendirme baslangicindan yaklasik 15-25 giin sonra somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu elde
etmek amaciyla cesitlere ait steril bitkiciklerden elde edilen kotiledon ve yaprak eksplantlari1 4 mg/L 2,4-D, 0.5
mg/L kinetin, 2 g/L prolin ve 30 g/L sukroz iceren, 8 g/L agar ile katilastirilan dort farkli (MS, B5, SH ve N6; 13-
16)_temel besin ortaminda kiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan yaklasik 50-60 giin sonra olusan kalluslar
30 g/L seker iceren 8 g/L agar ile katilastirilmis MS besin ortamina aktarilmistir. Arastirmada her peri kabina 10
eksplant yerlestirilmis olup, petri basina kallus agirlig1 ve petri basina embriyo sayisi ve petri basina bitkicik
sayis1 parametreleri belirlenmistir (Sekil 1.).

Calismada kullanilan petri, magenta, pens, bisturi, beher, saf su ve besin ortamlarinin sterilizasyonunda otoklav
kullanilmistir. Otoklavda sterilizasyon islemi 1.2 atmosfer basing altinda 121°C’'de 20 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. Tim doku kiiltiirii ¢alismalar1 steril kabin icerisinde yapilmistir. Hazirlanan besin
ortamlarinin pH’s1t 1IN NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 5.6 ile 5.8 arasinda ayarlanmistir. Tiim kiiltiirler 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta, 22+2°C’de ve 3000 liikks 151k yogunlugundaki iklim dolabi igerisinde
bekletilmistir.

Denemeler tesadiif parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore 3 tekerriirlii her tekerriirde 10 eksplant,
olacak sekilde yiiriitilmiistiir. Arastirma sonucunda elde edilen verilerin varyans analizi “SPSS for Windows”
programi ile yapilmistir. Muamele ortalamalari Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile karsilastirilmistir.

3. Bulgular

Farkli yonca ¢esitlerinde in vitro bitki rejenerasyonu elde etmek amaciyla yiiriitiilen bu ¢alismada Prosementi,
Gea, Savas, Omerbey, 0566, Artemis ve Classe yonca cesitleri kullanilmistir. Cesitlere ait yaprak ve kotiledon
eksplantlar1 4 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L kinetin, 2 g/L prolin ve 30 g/L sukroz igeren, 8 g/L agar ile katilastirilan dort
farkli MS, B5, SH ve N6 temel besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda tiim cesitlerde her iki
eksplantta da biitiin ortamlarda kallus olusumu gozlenmistir. Yapilan varyans analiziz sonucunda petri basina
kallus agirhiginda; gesit, ortam, eksplant, ¢esit x ortam, cesit x eksplant ve ¢esit x ortam x eksplant istatistiksel
olarak 0.01 diizeyinde, ortam x eksplant 0.05 diizeyinde, petri basina somatik embriyo sayisinda; eksplant, ¢esit
x ortam ve gesit X ortam x eksplant 0.01 diizeyinde, petri basina bitkicik sayisinda ise; eksplant, ¢esit x ortam ve
cesit x ortam x eksplant 0.01 diizeyinde gesit, ortam, cesit x eksplant, ortam x eksplant 0.05 diizeyinde énemli
bulunmustur.
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Tablo 1. Bazi yonca ¢esitlerinde kotiledon ve yaprak eksplantlarindan farkli temel besin ortamlarinda elde edilen
petri basina kallus agirligy, petri basina somatik embriyo sayis1 ve petri basina bitkicik sayisina ait ortalama

degerler
Temel Petri Balsma! Petri Basina Somatik Embriyo Sayis1 Petri Basina Bitkicik Sayis1
. . Kallus Agirhig: . -
Cesit Besin (g/petri) (adet/petri) (adet/petri)
Ortami
Yaprak | Kotiledon Yaprak Kotiledon Yaprak Kotiledon
Prosementi N6 3.213 bed* | 1.417 j-s 0f* 0f 0d* 0d
MS 2.673c-h | 1.943e-0 1.333f 0f 0d 0d
SH 2.311d-1 1.187m-t  0.333f 0f 0od 0d
B5 3.570 bc 1.3201-s 12.00 bed 0f 3.667b 0d
Gea N6 2.853 b-f 2.467 d-j 0.67f 0f 0d 0d
MS 1.740 g-q 2.310d-1 0f 0f 0d 0d
SH 1.5071-s 1.623h-r  13.00abc 0f 2.667bc 0d
B5 1.267 1-t 1.077 n-t 0f 0f 0d 0d
Savas N6 1.017 n-t 1.3301-s 0f 0.667 f 0d 0d
MS 1.350k-s | 2.503 d-1 0f 0f 0d 0d
SH 0.503 st 0.807p-t Of 0f 0d 0d
B5 0.617 rst 0937n-t Of 0f 0d 0d
Omerbey N6 3.180bcd | 2.393d-k  5.667 c-f 0f 1.000 cd 0d
MS 1.717g-q | 2.703cg Of 0.333f 0d 0d
SH 1.3271-s 1.5331-s 19.667 a 0f 6.667 a 0d
B5 0.877 o-t 1.260 1-t 1.00f 0.333f 0d 0d
Artemis N6 1.950e-0 | 2.640c-h  3.333ef 0f 0d 0d
MS 6.700 a 0.253t 3.00 ef 0f 0d 0d
SH 1.893 f-o0 2.203d-m 6.333 c-f 0f 0.667 d 0d
B5 1973 e-n | 2.257d-1 1.000 f 0f 0d 0d
Classe N6 3.140bcd | 3.020bcd  4.667 def 0f 0d 0d
MS 2.560 c-1 3.783b 10.333 b-e 0f 0d 0d
SH 0.757 p-t 1.143m-t  4.667 def 2.000de 0d 0d
B5 1.5301-s 1.290 1-t 4.667 def 0f 0d 0d
0S 66 N6 1.820 f-p 1.790 g-q 16.333ab 5.333 cde 0d 0d
MS 2957b-e | 0.723g-t  2.667 ef 0f 0d 0d
SH 1.5001-s 1.2431-t 4.333 def 2.333 ef 0d 0d
B5 1.5231-s 0.563 rst 3.333 ef 0f 0d 0d

*: Ayni satirda ve siitunda farkl kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Arastirma sonucunda en yiiksek kallus agirligi petri basina 6.7 g ile Artemis ¢esidinde yaprak eksplantinda MS
besin ortaminda elde edilirken en diisiik yine Artemis cesidinde kotiledon eksplantinda MS besin ortaminda elde
edilmistir (Tablo 1.). En fazla petri basina somatik embriyo sayis1 ise Prosementi cesidinde B5 besin ortaminda;
Gea, Omerbey ve Artemis cesitlerinde SH besin ortaminda; Classe cesidinde MS besin ortaminda ve 0S-66
cesidinde ise N6 besin ortaminda yaprak eksplantinda belirlenmistir. Savas ¢esidinde ise sadece kotiledon
eksplantinda N6 besin ortaminda somatik embriyo gézlenmistir. En yiiksek petri basina somatik embriyo sayilari
yaprak eksplantinda Prosementi, Gea, Omerbey, Artemis, Classe ve 0S-66 cesitlerinde sirasiyla 12.00, 13.00,
19.667, 6.333, 10.333 ve 16.333 adet, kotiledon eksplantinda ise Savas, C)merbey, Classe ve 0S-66 cesitlerinde
sirasiyla 0.667, 0.333, 2 ve 5.333 adet olarak kaydedilmistir.

Petri basina bitkicik sayilar1 incelendiginde kotiledon eksplantinda yonca ¢esitlerinde hicbir ortamda bitkicik
gelisimi olmamistir. Ancak yaprak eksplantinda Prosementi cesidinde 3.667 adet ile B5, Gea ve Artemis
cesitlerinde 2.667 ve 0.667 adet ile SH, Omerbey cesidinde ise 1.00 ve 6.667 adet ile N6 ve SH besin ortamlarinda
bitkicik gelisimi belirlenmistir.
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Sekil 1. Omerbey yonca ¢esidinde somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu
a. Kallus olusumu ve embriyo gelisimi; b. Bitkicik gelisimi

4. Tartisma ve Sonug¢

Daha 6nce yonca ile yapilan ¢alismalarda somatik embriyo olusumunda etkili olan faktérler genotip, eksplant
kaynag1 ve besin ortaminin icerigi olarak bildirilmektedir (8). Brown ve Atanassov (17), yiriittiikleri calismada;
farkli yonca tiirlerinden 76 genotipi somatik embriyo ve kallus iiretim kapasiteleri agisindan kiyaslamislardir.
Kallus ve embriyogenesis agisindan genotipler arasinda biiyiik bir varyasyon gozlemlemislerdir. Eksplant ve
ortam protokolii ne olursa olsun yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip genotiplerin diisiik rejenerasyon
kapasitesine sahip genotiplerden daha fazla somatik embriyo trettigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Chen ve
Marowitch (18), Medicago falcata’da somatik embriyo olusturmak amaciyla 17 ekotip incelemis, eksplant
kaynag1 olarak ise kotiledon, kok, hipokotil ve yaprak kullanmislardir. Arastirma sonucunda genotip ve
rejenerasyon yetenegi arasinda énemli bir iliski oldugunu ve 17 ekotipin 10 tanesinin rejenerasyon yetenegine
sahip oldugunu bildirmistir. Nolan vd. (19) ise M. truncatula tiiriinde tohumdan gelisen bitkilerden alinan
yapraklar eksplant olarak kullanildiginda rejenerasyon orani diisiikken rejenere olan bitkiler eksplant kaynagi
olarak kullanildiginda rejenerasyon oraninin yiiksek oldugunu, Moltrasio vd. (4) de resiprokal melezler ve anag
klonlarin kendilenmis délleri ile yiriittiikleri denemelerde somatik embriyogenesisin iki tamamlayici genin
kontrolii altinda oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde bu ¢alismada da gesitler arasinda embriyogenesis
acisindan 6nemli farkliliklar gézlenmistir. Savas cesidi disinda diger c¢esitlerde yaprak eksplantinda ortamlara
gore degisen sayilarda somatik embriyo elde edilirken, Savas cesidinde somatik embriyo olusumu
gerceklesmemistir.

Erisen (8) somatik embriyogenesis ile rejenerasyonun biiyiik oranda genotipe bagh oldugu ancak kullanilan
protokoller ve eksplant seciminin de embriyo olusumunda etkili oldugunu bildirmektedir. Erisen (8)
rejenerasyon yetenegine sahip Verco cesidinde yaprak eksplantinda eksplant basina 94 adet somatik embriyo
elde ederken, yaprak sapi eksplantinda 6 adet somatik embriyo elde etmistir ve elde ettigi somatik embriyo
sayllarinin bu denemede elde edilen degerlerden oldukc¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada da
eksplantlar arasinda somatik embriyo sayilar1 bakimindan farkhliklar gézlenmis olup yaprak eksplantinda petri
basina daha fazla sayida somatik embriyo sayilmistir.

Temel besin ortamlar incelendiginde ise yaprak eksplantinda cesitlere gore degismekle birlikte N6, B5 ve SH
ortamlarinda daha fazla petri basina somatik embriyo sayisi elde edilmistir. En fazla petri basina bitkicik sayilari
ise Prosementi cesidinde B5 ortaminda elde edilirken; Gea, Omerbey ve Artemis cesitlerinde SH ortaminda elde
edilmistir. Takamizo vd. (20), 26 yonca ¢esidinde somatik embriyo olusumunu inceledikleri ¢alismalarinda B2,
B5h, UM ve SH ortamlarini kullanmistir. Arastirma sonucunda Tachiwakaba yonca cesidinde hipokotil
eksplantaninda somatik embriyo gelisimi i¢in en uygun ortamin 4 mg/L 2,4.D ve BAP iceren UM ortami oldugunu
tespit etmislerdir. Sangra vd (12) ise yoncada B5H-B5 kallus ve embriyo gelistirme ortamlarinin yiiksek embriyo
verimi ve bitkicige doniisiim orani verdigini bildirmektedir. Saha vd. (21) bitki tiirlerinde embriyo rejenerasyonu
ve gelisimi icin her elementin ayr1 bir etkiye sahip oldugunu, ortamin makro ve mikro element iceriginin
embriyo olusumunu ve gelisimini etkiledigini rapor etmislerdir.

Bu calisma kapsaminda iilkemizde yetistirilen bazi yonca gesitlerinde 6ncelikle somatik embriyogenesis ile bitki
rejenerasyonu amaclanmistir. Arastirma sonucunda kullanilan ¢esitler degerlendirildiginde en yiiksek somatik
embriyo ve bitkicik sayisi sirasiyla 19.667 ve 6.667 adet ile Omerbey cesidinden SH temel besin ortaminda
yaprak eksplantindan elde edilmistir. Petri basina somatik embriyo ve petri basina bitkicik sayilarinda gesit x
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eksplant x ortam interaksiyonu énemli bulunmustur. Petri basina somatik embriyo ve bitkicik sayilar1 birlikte
degerlendirildiginde Omerbey cesidinin somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu icin iimitvar bir cesit
oldugu soylenebilir.
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