T.C.
YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

SOYA FASULYESI [Glycine max. (L.) Merrill] BITKiSININ DOKU KULTURUNDE
MIiKROURETIMI ve SOMAKLONAL VARYASYONLARIN ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Ozlem EFENDIOGLU
DANISMAN: Yrd. Dog. Dr. Musa TURKER

VAN-2008



T.C.
YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

SOYA FASULYESI [Glycine max. (L.) Merrill] BITKiSININ DOKU KULTURUNDE
MIiKROURETIMI ve SOMAKLONAL VARYASYONLARIN ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Ozlem EFENDIOGLU

VAN-2008



KABUL ve ONAY SAYFASI

Yrd. Dog. Dr. Musa TURKER damsmanliginda Ozlem EFENDIOGLU tarafindan
hazirlanan “Soya Fasulyesi [Glycine max. (L.) Merrill] Bitkisinin Doku Kiiltiiriinde
Mikroiiretimi ve Somaklonal Varyasyonlarin Ararstirilmast ” isimli bu ¢alisma 20.02.2008

tarthinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak kabul

edilmistir.

Baskan: Dog. Dr. Peyami BATTAL Imza

Uye: Dog. Dr. Ahmet KAZANKAYA Imza

Uye: Yrd. Dog. Dr. Musa TURKER imza

Fen Bilimleri Enstitisi Yonetim Kurulu’'nun....... [oviiinnnn Jociiiiiinan, Glin
Vet sayil1 karar1 ile onaylanmustir.

Dog. Dr. Nahit AKTAS

Enstiti Mudiru



OZET

SOYA FASULYESI [Glycine max. (L.) Merrill] BITKISININ DOKU KULTURUNDE
MIKROURETIMI ve SOMAKLONAL VARYASYONLARIN ARARSTIRILMASI

EFENDIOGLU, Ozlem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Musa TURKER
Subat 2008, 46 sayfa.

Soya fasiilyesi [Glycine max. (L.) Merrill] bitkisinin, Agrova SA88 varyetesi lizerinde
in vitro klonal ¢ogaltim ¢alismasi gergeklestirilmistir. Denemelerde kullanilan fideler in vitro
kosullarda c¢imlendirilmistir. Cimlendirilen fidelerden alinan gdvde ucu, bogum, yaprak,
petiyol, kok, kotiledon, ve hipokotil eksplantlar1 Murashige ve Skoog (MS) ve Gamborg’s B5
ortamlarinda farkli bitki biliylime diizenleyicileri (BBD) ile muamele edilip genotipin,
kullanilan eksplantin ve BBD’nin soya fasiilyesi bitkisinin klonal iiretimi iizerine etkileri
arastirllmustir. Oksin olarak 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik asit), IBA (Indol-3-biitiirik asit)
ve NAA (Naftalen asetik asit), sitokinin olarak da KN (Kinetin), BAP (Benzil amino piirin) ve
t-Z (trans-Zeatin) farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda adventif siirgiin rejerenasyonu
icin uygulanmistir. Eksplantlara uygulanan BBD’nden BAP ve KN’in 2 ve 3 mg/l
konsantrasyonlarinda en i1yi tomurcuk patlamasi ve gévde gelisiminin oldugu gozlenmistir (3-
5 adet). Yaprak, petiyol ve kotiledon eksplantlarinda ise #-Z ve 2,4-D’nin 2 mg/l ve 4 mg/l
konsantrasyonlart kallus gelisimine neden olmustur. Govde gelisimi gozlenen siirgiinlerin
koklendirilmesi i¢in ise NAA ve IBA uygulanmis ve 2 mg/l IBA’nin kok gelisimini uyarmada
en etkili BBD oldugu saptanmistir. Govde gelisimi ve koklendirilmesi tamamlanmais siirgiinler
gelisimlerini devam ettirebilmeleri icin ayristirilarak BBD olmayan MS ortamina
aktarilmistir. Olgunlasmis bitkiler daha sonra saksilara transfer edilerek saglikli fideler elde
edilmistir. Farkli BBD uygulanmis ortamlarda yetisen doku ve organlarda meydana gelmesi
olas1 varyasyonlar RAPD (Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA) primerleri ile test edilmis ve

herhangi bir varyasyon gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki biiyiime diizenleyicileri, mikroiiretim, somaklonal

varyasyon, soya fasulyesi.
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ABSTRACT

CLONAL PROPAGATION and SOMAKLONAL VARIATION OF SOYBEAN
[Glycine max. (L.) Merrill]

EFENDIOGLU, Ozlem

MSc. Biological Science
Supervisior: Assist. Prof. Dr. Musa TURKER

February 2008, 46 pages.

Micropropagation applications on the Agrova SA88 variety of soybean [Glycine max.
(L.) Merrill] were carried out. The seeds were surface sterilized and grown in vitro. The shoot
tip, nod, leaf, petiole, root, cotyledon and hypocotyls explants from seedlings were incubated
in Murashige and Skoog (MS) and Gamborg’s B5 medium with different concentrations and
combinations of plant growth regulators (PGR) to investigate the effect of genotype, PGRs
and explant on clonal propagation of soybean. As PGRs, auxin and cytokinin in different
concentration and combination for adventitious shoot and auxins for root regeneration were
employed. Among the PGRs applications, BAP (Benzyl amino purine) and KN (Kinetin)
were found to be most influential on adventitious shoot regeneration (3-5 buds) of soybean in
2 and 3 mg/l concentration. The #-Z (trans-Z) and 2,4-D (2,4-dicloro phenoxy acetic acid) in
2-4 mg/1 concentration gave callus on leaf, petiole and cotyledon. The grown stem on explants
were separated and incubated in MS medium with the PGRs of NAA (Naphthalene acetic
acid) and IBA (Indole-3-butyric acid) for root development. 2 mg/l IBA was found to be more
suitable for root development. The regenerated seedling were transferred PGRs-free MS
medium for seedling development and the healthy individuals were acclimatize in pots and
healthy plants were provided. Somaclonal variations were investigated with RAPD
(Randomly amplified polymorphic DNA) primers on different tissues and organs regenerated

with different PGR and no variation was found.

Key words: Micropropagation, plant growth regulators, somaclonal variations,

soybean



ONSOZ

20. ylizyilin ikinci yarisina damgasini vuran biyoteknolojinin tip, eczacilik, gida,
tarim, hayvancilik, veterinerlik, ormancilik, madencilik, sehircilik, su aritimi vb. gibi
alanlarda yararlar1 ve yeni kullanim yerleri her giin artmaktadir. Biyoteknolojinin uygulama
alanlar1 i¢inde en hizli gelisme potansiyeline sahip olanlarinin baginda bitki biyoteknolojisi
gelmektedir.

Tirkiye’de 1970°1i yillarda baslayan bitki biyoteknolojisi ¢aligmalari 6nce doku
kiltiirleri iizerinde yogunlagmis, 1990’larin basinda ise hiicre kiiltiirli, molekiiler biyoloji ve
molekiiler genetik teknikleri uygulamalar1 baglamistir. Bugiin kiiltiirii yapilan bir¢ok bitki
tiiriiniin tirettigi etken maddeler laboratuarda tiretilmektedir. Yine, tarimsal 6nemi olan genler
degisik organizmalardan izole edilerek kiiltiir bitkilerine kolaylikla aktarilabilmektedir.

Gerek molekiiler diizeyde yapilan gen aktarimi, gerekse bitki hiicre kiiltiirlerinde
hiicrelerde meydana getirilen manipiilasyonlarin pratige aktarilip ekonomik getiriye
doniistiiriilebilmesi ve bu hiicrelerin, rejenere edilip bitkiye doniistiiriilebilmesi i¢in doku
kiiltiirii yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bazi bitki tiirleri tabi ortamda cevre
sartlarina bagli olarak bir takim {lireme zorluklar1 yasamakta veya tohumdan olgun bitki
seviyesine kadar gegen siire ¢ok uzun olmaktadir. Doku kiiltiirii bu problemin asilmasinda
¢Ozlimleri sunmaktadir.

Bitkilerin biyoteknolojik yoOntemlerle iyilestirilmesinde doku kiiltiirii yontemlerine
mutlak bir ihtiya¢ vardir. Baska bir ifadeyle, doku kiiltiirii teknikleri kullanilmadan bitkilerin
genetik yolla iyilestirilmesi, en azindan su anda miimkiin degildir. Bu nedenle bu ¢alismanin
bitki materyali ile ugrasan arastirmacilara ve bitki 1slah¢ilarima yardimer olabilecegini
kanaatindeyim.

Oncelikle bu c¢alismay1 tez projesi olarak destekleyen Yiiziincii Yil Universitesi
Rektorliigli, Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi’na, calismanin her asamasinda bilgi
birikimi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren maddi ve manevi olarak destekleyen ¢ok degerli
hocam Yrd. Dog. Dr. Musa TURKER e ve laboratuar ¢aligmalarimdaki yardimlarindan dolay1
Ars. Gor. Emre EREZ’e tesekkiirlerimi sunarim.

VAN, 2008 Ozlem EFENDIOGLU
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizl artisi, gevresel ve cografi nedenlerden dolay1 ekim alanlarinin
azalmasi, bilingsiz tarim, ¢evre kirliligi ve kaynaklarin dengesiz kullanimi gibi nedenlerden
dolay1r Diinyanin pek c¢ok bolgesinde aglik, kitlik ve toplu oliimler gbézlenmektedir. Bu
sorunun ¢oziimii bitkisel ve hayvansal iiretimi arttirmak olarak diisiiniilmektedir. En 6nemli
protein kaynagi olan hayvansal proteinlerin zor bulunmasi, pahali olmasi, ¢abuk bozulmasi ve
kolesterol iceriklerinin yiiksek olmasi bitkisel proteinleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

Giiniimilizde insanoglunun karsilastig1 en biiylik sorun, artan niifusun beslenmesidir.
Bu amagla kiiltiir bitkilerinin 1slah1 iizerinde binlerce yildan beri calisilmakla birlikte,
tirtinlerdeki nicelik ve nitelik artig1, ancak son 50 yilda gelistirilen 1slah yontemleri ve uygun
yetistirme tekniklerinin modern teknolojiyle birlesmesi sonucunda gergeklesebilmistir. Islah
edilmis kiiltiir bitkilerinin, yabani formlariyla karsilastirildiklarinda birgok mantar, bakteri ve
viriis hastaliklar1 ile zararlilara karsi daha duyarli oldugu, bu durumum genelde uygulanan
1slah  yontemlerinin eksikliginden kaynaklandigi goriilmustiir. Islah programlarinda,
seleksiyon c¢aligmalarinda {irlin kalitesi ve miktar1 gibi ozellikler 6n planda tutuldugundan,
hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik her zaman ikinci planda kalmistir (Ozcan ve Ozgen,
1996). Yillardan beri bitkiler, hastalik ve zararlilarin saldirilarina kars1 kimyasal ilaglarla
korunmus, ancak kullanilan bu ilaclarin ayrigtirmadan uzun stire kalabilmeleri insan, hayvan
ve ¢evre sagligl agsindan giderek artan bir endise kaynagi haline gelmistir. Kimyasal ilaglar
genelde mantarlara karsi etkili olmakla birlikte, viriis, viroid ve bakterilere karsi yetersiz
kalmaktadir. Bu durum kiiltiir bitkilerini hastalik ve zararlilardan korumak i¢in alternatif 1slah
yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (Ak1, 1997).

Diinya niifusu beslenmesinde en ¢ok kullanilan yaklasik 30 bitki grubu iginde en
onemlileri tahillar, endiistri bitkileri, sebzeler, meyve agaglar1 ve baklagillerdir. Bununla
beraber diinya florasinda yaklasik 250 bin bitki tiiriniin bulundugu ancak bunlardan 3000
tiiriin besin degerine sahip oldugu bildirilmektedir (Babaoglu, 1998).

20. yilizyilin baslarina kadar siirli bir iiretime sahipken bugiin diinyanin en 6nemli
bitkisel protein ve yag kaynagi haline gelen soya fasulyesi [Glycine max (L.) Merrill]
bitkisinin, boylesine 6nemli bir tarimsal iirlin haline gelmesinde, siireklilik gosteren bir 1slah
dongiisii igerisinde mevcut genotiplerin genetiksel agidan iyilestirilmesi anahtar rolil
oynamustir. Zengin oranda besin maddeleri igeren tohumlari itibariyle beslenme ve endiistride

onemli bir yeri oldugundan bircok iilkede yetistirilmektedir. Anavatan1 Cin ve Mancgurya’dir



(Markley,1950). Diinyada en ¢ok soya fasulyesi yetistiren iilkeler sirasi ile ABD, Cin, Rusya,
Brezilya, Endonezya, Kore, Japonya ve Kanada’dir. Bu iilkelere gére Avrupa’da Romanya,
Yugoslavya ve Tiirkiye 6nemli 6l¢iide soya yetistiren iilkelerdendir.

Ulkemizde 1950°li yillarda baslanmlan soya {iretimi, Karadeniz ve Akdeniz
Bolgeleri’nde yogunlasmistir. Uretimin biiyiikk cogunlugunu elinde bulunduran Akdeniz
Bélgesi’nde I. ve II. Uriin seklinde yetistirilen soya, Karadeniz Bélgesi’nde ana iiriin olarak
yetistirilmektedir. Soya iiretimi her ne kadar 1982 yilinda iilke ¢apinda ikinci iirlin projesinin
baslatilmasi ile ¢ok hizli bir artis gostermigse de daha sonraki yillarda bazi ekonomik ve
tarimsal nedenlerden dolay1 azalmaya baslamustir (isler ve Caliskan, 1998).

Soya, bitki gelisimi, verim ve kalite agisindan ekolojik kosullara tepkisi oldukga
yiiksek olan kiiltiir bitkilerindendir ve 6zellikle giin uzunlugu, soya ¢esitlerinin adaptasyon
alanlarini dar bir kusak icerisine sinirlamaktadir. Yapilan calismalarda soya fasulyesinin farkl
olgunlasma grubuna giren c¢esitlerin performanslarinin boélgelere gore degistigi gibi bir
bolgede ayni olgunlasma grubu icerisindeki cesitlerin gostermis oldugu performanslarin da
farkli oldugu gériilmektedir (Isler ve Caliskan, 1998).

Yurdumuzda soyanin en ¢ok yetistirildigi bolgelerden biri olan Dogu Karadeniz’de
yillik yagis 729 mm kadardir ve Mayis — Ekim aylar1 sirasinda 1s1 toplam 3600 °C dir. Nisbi
nemi %71 — 74 kadardir (Meteoroloji Biiltenleri, 1971). Buna gore, yurdumuzun birgok
bolgesinde sulama yapmadan soyanin bazi cesitlerinin yetistirilebilecegi anlagilmaktadir.
Soya, hemen hemen her ¢esit toprakta yetistirilmektedir. Fakat verimli, killi veya kumlu —
killi yumusak topraklarda en iyi netice alinmaktadir (lisulu, 1973).

1948 yilinda uluslararasi botanik kongresinde soyaya Glycine max. (L.) Merrill adi

verilmistir. Bitkinin sistematigi ise sdyledir:

Takim : Rosales : Giiller

Familya : Leguminosae : Baklagiller

Alt Familya : Papilionaceae : Kelebek Cigekliler
Cins : Glycine : Soya cinsi

Tiir : Glycine max. (L.) Merrill : Soya (n=20)



Cizelge 1.1. Tiirkiye’de Soya Ekim Alani, Uretimi ve Verimi (TUIK, 1986 — 2005)

Yill ..
Ekim Alam (ha) Uretim (ton) Verim (kg/ha)

ar
198

6 90 000 200 000 2222
198

. 112 000 250 000 2232
198

g 66 000 150 000 2273
198

9 75 300 161 000 2138
199

0 74 000 162 000 2189
199

| 49 500 110 000 2222
199

5 46 000 95 000 2 065
199

; 26 750 63 000 2 355
199

A 29 000 70 000 2414
199

5 31000 75 000 2419
199

‘ 20 500 50 000 2 439
199

. 19 000 40 000 2105
199

) 23 000 60 000 2300
199

9 24 000 66 000 2750
200

15 000 44 500 2 967



200

. 17 000 50 000 2941
200

5 25500 75 000 2941
200

; 27000 85 000 3148
200

A 14 000 50 000 3571
200

5 8 600 29 000 3372

Soya tarimi 1981 yilinda Tiirkiye’de baglatilmistir. Ancak, 1987 yilinda yillik 250 bin
ton soya liretimine ulasilan lilkemizde soya tarimi hizla gerilemeye baglamis ve 2005 yilinda

da 29 bin ton olarak gerceklestirilmistir (Yilmaz ve Efe, 1998).

Cizelge 1.2. Soya Tohumlarinda Bulunan Maddeler (Markley, 1950)

Maddeler Ort. (En az—En ¢ok) (%) Maddeler Ort. (En az—En ¢ok) (%)
Su 8.0(5.0-9.2) Seliiloz 3.5(2.8-6.3)

Protein 40.0 (29.6 - 50.3) Fosfos 0.6 (0.4 -0.8)

Yag 18.0 (13.5-24.2) Potasyum 1.7 (1.3-2.2)
Kiil(madeni 4.6 (3.3-6.5) Kalsiyum 0.3(0.2-0.5)

md)

Pentozanlar 44 3.8-5.5) Kiikiirt 04 (- --- )

Sekerler 7.0 (5.6 -9.5) Magnezyum 04 (- --- )

Invert Seker 5.8(4.8-7.4) Lesitin 1.0 (0.6 — 1.5)

(Taze Diger Karbon- 5.6 (4.6-28.9)

tohumlarda) hidratlar



Soya, dnemli bir besin kaynagidir. Tohumu yiiksek oranda ham protein igermektedir.
Bu protein, kolay hazmolan proteinlerdendir. En c¢ok Cholin, Pantothenic asit, Niacin,
Thiamine, Riboflavin, Inositol, Vitamin E, Vitamin K igermektedir. Soya A ve B
vitaminlerinin de kaynagidir (Shurpalekar, 1961).

Soyanin %60 — 65’1 ise kiispedir. Soya kiispesi diinya capinda ciftlik ve kiimes
hayvanlariin ana protein kaynagidir. Diinyada iiretilen yenebilir bitkisel yagin %30 — 35°ni
soya karsilamaktadir (Y1lmaz ve Efe, 1998).

Soya bir baklagil bitkisi olmas1 sebebi ile ihtiyaci olan azotu havanin serbest azotunu
kullanarak karsilamaktadir. Havadan saglanan bu azot kendinden sonra gelen iiriiniin azot
ihtiyacinin bir kisminin da karsilanmasina yaramaktadir. Bu sayede daha az azotlu giibre
kullanilmaktadir. Daha az azot kullanimi iilkenin akarsu kaynaklarinda daha az nitrik
birikmesini ve dolayisiyla daha az kirlenmesini saglamaktadir. Bu yilizden iyi bir miinavebe
bitkisi olarak kabul edilmektedir.

Soyanin beslenme ve yag eldesi adina 6nemi, 1940’lara kadar anlagilamamistir.
1940’lardan sonra soya yetistiriciligi ve genetigi iizerinde Amerika’da yogun arastirmalar
baslatilmistir (Fehr, 1987). Oyle ki asir1 yaglh besinlerle kolesterol yiiklemesi yapan
Amerikanhlar kurtulusu soya fasulyesinde aramislardir. Yapilan arastirmalar ile soya
fasulyesinin kolesterolii diisiirdiigii, gogiis kanserini 6nledigi ve kemikleri giiclendirdigi tespit
edilmistir.

Soya fasulyesinin iiriin verme siiresi tohumdan itibaren yaklasik olarak 120 giindiir
(Yi1lmaz ve Efe, 1998). Bu siire kisa zamanda {iriin elde etmek isteyenler i¢in olduk¢a uzun bir
stiredir. Doku kiiltiirii ortaminda bu siire kullanilan yonteme bagli olarak 1 aya kadar

diistiriilebilmektedir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Bitki doku kiiltiirii alaninda ilk caligmalar 19. ylizyilin sonlar1 ve 20. ylizyilin
baslarinda yapilmistir. Ancak kullanilan eksplantlarin ve yetistirme ortamlarinin uygun
olmayist sebebiyle basar1 saglanamamustir. Ozellikle 1960’1 yillarda uygun besin
ortamlarinin bulunmasindan sonra, bu konudaki calismalar daha da artmis ve son 25 yillik
donemde diger biyolojik alanlarda oldugu gibi bu alanda da gozle goriliir ilerlemeler
kaydedilmigtir. Bugiin doku kiiltiirlerinden elde edilen sonuglar laboratuar disina ¢ikarak
pratikte ve ticarette kullanim alan1 bulmus olup gelisen teknikler her gegen giin daha da 6nem
kazanmaktadir (Er ve Canpolat, 1992).

Bitki biyoteknolojisi ile ilgili arastirma yapan aragtirmacilarin biiyiik bir ¢gogunlugu
doku kiiltiirii ile ugragsmaktadir. Bu giin bu saymnin en az ikiye katlandig1i soylenebilir.
Uzerinde ¢alisilan bitkiler sirasiyla tahil, baklagil, sebze, meyve, ¢icek, odunsu bitki ve yaglh
tohum tiirleridir.

Gozen ve ark. (1995) tarafindan yapilan bir arastirmada ekonomik 6nem ve teknik
uygunluk (uygulamada kolaylik), calisilacak bitki tiliriiniin se¢iminde en Onemli kriterler
olarak tespit edilmistir. Yine ayn1 arastirmaya gore ortaya ¢ikan ve Diinyadaki genel durumla
da paralellik gosteren sonu¢ sosyo-ekonomik degeri yiiksek olan tiirlerin doku kiiltiirliniin
daha zor olmasi nedeniyle bu tiirlerdeki gelismenin daha yavas oldugu (6rnek: bugday, seker
pancari, pamuk, misir) ve aragtirmalarda sirasiyla yag bitkileri, endiistri bitkileri, sebzeler,
meyveler ve tahillara dncelik verilmesi gerektigidir.

Tiirkiye’de 25 yil 6nce baslayan bitki biyoteknolojisi ¢aligmalari, baslangicta doku
kiiltiirleri lizerinde yogunlagmis, son 10 yilda da molekiiler biyoloji ve molekiiler genetik
teknikleri ile biitiinlesmeye baglamistir. Bu arastirmalarda viriissiiz meyve ve asma fidani
tiretimi, dihaploid hatlarin tiretimi ile 1slah siiresinin kisaltilmasi ve hastaliklara dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi, kisa siirede ¢cok verim elde etme gibi konularda pratik sonuclar elde
edilmistir. Doku ve organ kiiltiirleri ayn1 zamanda genetik manipiilasyonlara da imkan
saglayan ortamlardir. Kiiltiir ortamlarinda bitki iiretimi, yani mikrogogaltim yontemleri su
sekilde gruplandirilabilir.

a) Adventif siirgilin rejenerasyonu
- Organogenesis
- Somatik Embriyogenesis

b) Klonal liretim



2.1. Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

Bitkilerden izole edilmis bir siirgiin, kok, yaprak, cicek, hatta organize olmamis kallus
gibi dokulardan biitiin bir bitki rejenere edilebilir (Géniilsen, 1987). In vitro’'da hiicre ve
dokulardan siirgiin rejenerasyonunu basarabilmek i¢in uygun eksplantin secilmesi, biiyiimede
aktif maddeleri iceren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel ¢evre kosullarinin uygun olmasi
gerekmektedir (Murashige, 1974; Evans ve Reed,1981; Ammirato, 1983).

Doku kiiltiirlinde en c¢ok kullanilan temel ortam, Murashige ve Skoog (1962)
gelistirdigi MS besin ortami1 ve BS ortamidir. Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin
ortamlar1 bitki biiylimesi i¢in gerekli olan makro ve mikro elementler igerir. Bu ortamlara
enerji kaynagi olan seker ve katilagtiric1 olarak agar ilave edilerek katilastirilir.

Besin ortamina eklenen bitki biliylime diizenleyicileri (BBD) de bitki rejenerasyonuna
etki eden onemli faktdrlerdendir. Genelde yiisek oranda Indol-3-asetik asit (IAA), Indol-3-
biitirik asit (IBA), Naftalen asetik asit (NAA), 2,4-Dikloro fenoksi asetik asit (2,4-D) gibi
oksin grubu hormonlar1 kallus ve kok gelisimini tesvik ederler (Miller ve Skoog, 1953;
Paulet, 1965; Nitsch, 1968). Kallus, diizensiz boliinen, organize olmamis hiicreler kiimesidir
(Gamborg ve Shyluk, 1981). Adventif siirgiin rejenerasyonunu Benzil amino piirin (BAP),
Zeatin (Ze), Kinetin (KN), Izopentenil adenin (IPA) gibi sitokinin grubu hormonlar ise
adventif siirgiin rejenerasyonunu tesvik ederler.

Bitki hiicre ve kallus dokularindan in vitro adventif siirglin rejenerasyonu,

organogenesis ve somatik embriyogenesis olmak iizere iki sekilde gergeklesir.

2.1.1. Organogenesis

Normal bir bitkinin tohumunu olusturan hiicreler, biiylime ve farklilasma gegirerek
kok, govde, yaprak gibi bitkinin farkli organlarini olusturur. Farkli hiicre tiplerinin ortaya
¢ikmasina yol acan bu degisiklikler bitkinin normal hayat dongiisii boyunca devam eder.

Doku kiiltiirii ortaminda ise hiicrelerin boliinmeleri sonucunda ya dogrudan adventif
stirglin veya kok (direkt organogenesis) ya da hiicreler yigini olan kallus olusur. Bu kallustan
ise siirgiin veya kok meydana gelir (indirekt organogenesis) (Giirel, 1997). Indirekt
organogenesisde eksplant belirli bir form ve polaritesi olmayan hiicre yiginlarmin (kallus)
olusmasi i¢in uyarilir. Daha sonra bu kallus iizerinde meristematik bir merkez ve ardindan

stirglin ya da kok olusumu gdzlenir. Direkt organogenesisde ise hi¢ kallus gelisimi olmadan



siirgiin olusumu gozlenir. Organogenesis hiicre ve dokulardan yeni bir bitki olusmasini

sagladig1 icin generatif yollardan ¢ogaltilmasi zor olan bitki tiirlerinin ¢ogaltilmasinda tercih

edilebilir.

2.1.2. Somatik embriyogenesis

Somatik hiicrelerden elde edilen embriyolara somatik embriyo, adventif embriyo veya
vejetatif embriyo adi verilir. Somatik embriyolarin gelisimi de zigotik embriyolarin
gelisimine benzer. Somatik embriyogenesis icin degisik bitki kisimlar1 kullanilir. Ozellikle
olgunlasmamis zigotik embriyolar basta olmak {izere ¢icek kisimlari, anterler, polen ve
endospor dokularinin somatik embriyogenesis i¢in bir baslangi¢ oldugu bildirilmistir (Sharp
ve ark., 1983; Pierik, 1987; Er ve Canpolat, 1992).

Somatik embriyogenesis de direkt ve indirekt olmak iizere iki tipte olusur. (Sharp ve
ark., 1983). Direkt somatik embriyogenesisde somatik embriyolar hiicre ya da dokudan ara bir
kallus olusturmadan gelisirler. Bu tip embriyogenesis genellikle bitkilerin gévde ve epidermal
hiicreleri eksplant olarak kullanildiginda goriiliir (Pierik, 1987). Indirekt somatik
embriyogenesiste ise kiiltiire alinan protoplast ya da eksplantlardan 6nce kallus olusumu
gozlenir, ardindan kalluslar {izerinde embriyoidler olusur. Embriyo ve embriyoidler tek
hiicreden gelisebildigi gibi hiicre gruplarindan da gelisebilir (Evans ve ark., 1981). Somatik
embriyogenesis’in tesviki icin Oncelikle hiicre veya eksplantlar yiiksek oksin igeren
(genellikle 2,4-D) besin ortaminda kiiltiire alinirlar. Daha sonra da oksin igermeyen ortama
aktarilirlar. Somatik embriyogenez ozellikle sivi kiiltiirlerde ve biyoreaktorlerde Kkitlesel

tiretim i¢in olduk¢a uygun yontemdir.

2.2. Klonal Uretim

Mikrotiretim olarak adlandirilan klonal {iretim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi
olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embryo, tohum, gévde, siirgiin, kok,
kallus, tek hiicre ya da polen vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni
bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaci,
hormon ve kiiltiir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki

tiirlerinin tiretilmesi miimkiindiir (Hartman ve Kester, 1975). Bitkilerin in vitro iiretimi,



kullanilan eksplantin 6zelligine gore (embriyo, meristem, anter, hiicre veya protoplast kiiltiirii
vb.) adlandirilir. Ancak ¢ogunlukla iiretimde tek-bogum yontemi, aksiller dallanma, adventif
sirglin ya da tomurcuklarin rejenerasyonu, kallus, hiicre ve protoplasdardan bitki
rejenerasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir.

Klonal ¢ogaltim amaci ile kullanilan in vitro teknikler mikrogogaltim teknikleri olarak
da ifade edilir. Mikrogogaltimin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden 6nemi
ve avantajlar1 agagidaki gibi siralanabilir:

Hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde edilmesi

b. Kitlesel tiretimde agagidaki yararlarin saglanmast:

- iretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)

- alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresi

- zor iretilen tiirlerin daha kolay tiretimi

- secilen belirli / iistiin genotiplerin hizli tiretimi

- {lretimde daha az ana¢ kullanilmasi

c. Somaklonal varyasyondan dolayr yeni ¢esitlerin/genotiplerin elde edilmesi
(Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Kiiltiir ortaminda soya fasulyesi ile yapilan ¢aligmalar 6zellikle somatik embriyo
lizerinde yogunlagsmistir. Lipmann ve Lipmann (1984) 2,4-D, 2,4,5-T, NAA, IAA ve IBA
ortaminda meristematik doku ve kotiledon kullanarak dogrudan embriyoidler elde etmislerdir.

Hammatt ve Davey (1987), zigotik embriyo kullanarak B5 ortaminda IBA ile somatik
embriyo elde etmislerdir.

Lazeri ve ark. (1987a) yaptiklar1 somatik embriyo ¢alismasinda gelismemis zigotik
embriyo ve kotiledonlardan MS ortaminda NAA, 2,4 — D, BAP ve IBA kullanarak somatik
embriyo elde etmislerdir. Bu caligmada oksin ve tiirevlerinin daha verimli oldugunu
gbzlemlemislerdir.

Yine Lazzeri ve ark. (1987b) olgunlasmamis soya fasulyesi embriyolarini ve
kotiledonlarin1 kullanarak MS ortaminin temel besin maddeleri BS ortami vitaminleri ve
NAA kullanarak somatik embriyo elde etmislerdir.

Soya fasulyesi bitkisi iizerinde yapilan somatik embriyo ¢alismasinda, 2,4 — D, NAA,
KN, BA ve TAA igeren MS ortaminda tam gelismemis embriyolardan kallus elde edilerek,
once kat1 kiiltlir ortamindan daha sonra da sivi kiiltlir ortamindan embriyolar elde edilmistir

(Li ve ark., 1985).
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Rajasekaran ve Pellow (1997) soya fasulyesi bitkisinin epikotil ve tohumdan gelisen
ilk yapraklarindan somatik embriyo elde etmislerdir. En iyi sonu¢ MS ortaminda bitki
biiylime maddelerinden 2,4-D ile elde edilmistir.

Jang ve ark. (2001) s1v1 kallus kiiltiiriinden somatik embriyo elde etmislerdir.

Soya fasulyesinde organogenez calismalari da yapilmistir. Write ve ark. (1986)
Glycine max. lizerinde yaptiklar1 organogenez ¢aligmalarinda MS ortaminda BA kullanarak
nodlardan tomurcuk ve gévde elde etmislerdir.

Yapilan bir bagka calisma da ise soya fasulyesi tohumlar1 MS ortaminda 5 M BA
kullanilarak ¢imlendirilmistir. Elde edilen fidelerin epikotillerindeb SH ortaminda 20 M
Kinetin kullanilarak bitki gévdecikleri elde edilmistir (Write ve ark., 1987).

Dan ve Reichert (1998) soya fasulyesi bitkisinin hipokotillerini kullanarak adventif
kok tiretimini basarmislardir.

Kim ve ark. (2001) oksin ve sitokininlerin soya fasulyesi organogenesis iizerine
etkilerini arastirmislardir.

Yine soya fasulyesi ilizerinde yapilan organogenez ¢alismalarinda White hilum besi
ortaminda TDZ ve BA kallanilarak kotiledon nodlar1 iizerinde tomurcuk olusumlari
gozlenmistir. Rejenere edilen tomucuklar hormonsuz ortamda koklendirilmistir (Shan ve ark.,
2005).

Bitki hiicre ve doku kiiltlirii calismalar1 in vitro sartlarda gergeklestirildigi igin,
rejenerasyonun yapildigr fiziki ortam sartlarindan veya ortamda kullanilan kimyasal
maddelerden kaynaklanan gen diizeyinde birtakim farkliliklarin meydana gelmesi
muhtemeldir. Bu degisikliklere somaklonal varyasyonlar denir. Bu degisiklikler doku kiiltiiri
calismalarinin her safhasinda meydana gelebilir. Somaklonal varyasyonlarin nedenleri;
bitkinin genotipi, ortam komponentleri ve kullanilan doku kiiltiirii ydntemleri olabilir.
(George and Sherrington, 1984; Karp, 1989). Ornegin ortamda kullanilan yapay bir oksin
tiirevi ve ayni zamanda herbisit olarak bilinen 2,4-D’nin havug hiicre kiiltiirinde DNA’nin
metilasyonuna ve dolayisi ile havug kiiltiliriiniin gelismemesine neden oldugu kaydedilmistir.
(LoSchiavo ve ark., 1989). Yine yiiksek konsantrasyonlu oksin ve sitokinin’in deforme olmus
ve birbirinden ayrilmayan gdvde slirglinli olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Verga ve
ark., 1988). RAPD markirlari ile Pinus thunbergii bitkisinin doku kiiltiiriinde yapilan testlerde
herhangi bir varyasyona rastlanmamistir (Goto ve ark., 1998). Freytag ve ark. (1989) soya
fasulyesi kiiltiirlerinde yaptiklar1 somaklonal varyasyon testlerinde BBD ile rejenere edilen
soya fidelerinde herhangi bir degisiklik gozlememislerdir. Barwale ve Widholm, (1987) doku

kiltiiriinde embryogenik ve organogenik kiiltiirlerde rejenere ettikleri soya bitkilerinde kismi
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albinoluk, ikiz embriyolar, birden fazla ve cilice govdeler, anormal yaprak morfolojisi ve
yaprak kivrimlari, kisirlik ve klorofil eksiklikleri gézlemislerdir.

Gesteira ve ark. (2002) somatik embriyolardan rejenere ettikleri soya fasulyesi
bitkilerinde RAPD primerleri kullanarak yaptiklar1 somaklonal varyasyon testlerinde
polimorfizim gozlemislerdir. Roth ve ark., (1989) RFLP (Restricted fragment lenght
polimorphism) primerleri kullanarak soya kiiltlirlerinde yaptiklar1 genetik varyasyon
testlerinde polimorfizm gozlemislerdir.

Bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinde rejenere edilen fidelerde somaklonal varyasyon
testleri oldukca tatmin edici sayida bulunmaktadir. Soya fasulyesi kiiltlirlerinde yapilan
genetik kararlilik testleri de yine tatmin edici diizeydedir. Literatiirde yer alan caligmalarda
somaklonal varyasyon tespitleri rapor edilmekle beraber bazi ¢alismalarda da somaklonal
varyasyon gozlenmedigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada da klonal iiretim yontemi kullanilarak
yapilan soya iretimi caligmasinda kullanilan BBD c¢esidine bagli olarak ortamda kallus,
adventif siirgiin ve kok gelismesi gozlenmistir. Bu nedenle rejenere edilen bu organlarda ve
fidelerde somaklonal varyasyon meydana gelip gelmedigini test etmek amaci ile RAPD testi

uygulanmigstir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada soya fasulyesi [Glycine max. (L.) Merrill] bitkisinin Agrova SA88
varyetesi kullanilmigtir. Soya fasulyesi tohumlar1 Adana Tarim il Miidiirliigiinden temin

edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Yetistirme yontemleri

3.2.1.1. Toprakta yetistirme yontemleri

In vitro denemelerde kullanilan bitkisel materyalin eldesi i¢in soya fasulyesi [Glycine
max. (L.) Merrill] saksilarda yetistirildi. Her bir saksiya 5’er adet tohum gelecek sekilde 5
adet saksida ekim gerceklestirildi. Saksilara, 3:1 oraninda hazirlanan toprak: kum karisimi
koyularak yetistiricilik i¢in gerekli olan toprak kalitesi elde edildi. Sulama iki giinde bir kere
olmak iizere sabah saatlerinde yapildi (Sekil 3.1). Calismada ayn1 zamanda Steril Murashige

ve Skoog (MS) ve Gamborg’s B5 (B5) ortamlarinda in vitro sartlarda fideler yetistirildi.
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Sekil 3.1. Toprakta yetistirilen soya fasulyeleri.

3.2.1.2. In vitro yetistirme yontemleri

In vivo’ya alternatif steril olarak yetistirilmis olan fidelerin kullanilmas diisiiniildii. Bu
ama¢ dogrultusunda, elimizde soya fasulyesi tohumlarinin 6nce ylizey sterilizasyonlari
yapildi. Daha sonra steril saf su ile yikanan tohumlar her bir erlene {i¢ tohum gelecek sekilde
5 tekrarli olarak MS ve Gamborg’s B5 ortamlarina ekildi. Tohum ekiminden sonra erlenler 16
saat 151k, 8 saat karanlik uzun giin kosullarinda iklim dolabina aktarildi. Ortam sicakligi 25+2
°C de sabit olarak ayarlandi. Tohumlar ¢imlendikten sonra fideciklerinin denemeler igin
gereken biiyiikliige erismesi i¢in 3 hafta bekletildi, daha sonra 3 haftalik fideciklerden alinan
govde ucu, bogum, hipokotil, kotiledon, kok eksplantlar1 uygun biiyiikliikkte kesilerek

hazirlanan ¢esitli besi ortamlarina aktarildi.

3.2.2. Ortam hazirlama yontemleri

Besi ortami doku kiiltiirli ¢alismalarinda basariy1 etkileyen en onemli faktorlerden
birisidir. Besi ortamlarinin bilesimleri bitkisel materyale ve ¢alismanin amacina gore
degisiklik gosterir. Calismamizda MS ve Gamborg’s B5 ortamlari ile bu ortamlara farkli bitki
bliylime diizenleyicileri (BBD) farkli konsantrasyonlarinin eklenmesi ile olusturulmus besi

ortamlar1 kullanildi (Cizelge 3.1 ve 3.2).



14

Cizelge 3.1. Temel Murashige ve Skoog (1962) (MS) Ortami

Bilesikler Konsantrasyon (mg/l)
CaClz.ZHzo 440
KNO; 1900
NH;NO; 1650
KH,PO,4 170
MgSO47H20 370
MI’ISO4.4H20 22.3
ZHSO4.7H20 8.6
H;BO; 6.2
KI 0.83
CUSO4.5H20 0.025
NazMOO4.2H20 0.25
CoCl,.6H,O 0.025
Na,EDTA.2H,0 37.3
FeSO,4.7H,O 27.8
Glycine 2.0
Nicotinic Acid 0.5
Thiamine-HCl 0.1
Pyridoxine-HCl 0.5
myo-inositol 100

Bitki biiylime diizenleyicilerinden olan oksin ve sitokininlerin stok soliisyonlari
hazirlanarak bunlar MS ve Gamborg’s B5 ortamlarina eklendi. Caligmamizda kullanilan MS
ve Gamborg’s B5 ortamlarinin igeriginde mineraller, vitaminler, aminoasit, tuz, karbon
kaynag1 olarak % 3 sukroz ve ortam katilagtirict olarak da % 0.8 agar kullanilmistir (Cizelge

3.1 ve 3.2). Hazirlanan tiim ortamlarin pH diizeyleri 5.8 olarak ayarlandi.



15

Cizelge 3.2. Temel Gamborg’s B5 Ortami

Bilesikler Konsantrasyon (mg/l)
CaCl,.2H,0 150
KNO;3 2500
(NH4)2SOs 134
NaH,PO4 H,O 150
MgSO47H,0 250
MnSO4. HzO 10
ZI’ISO4.7H20 2.0
H;BO;s 3.0
KI 0.75
CuS04.5H,O 0.025
Na2M004.2H20 0.25
CoCl,.6H,O 0.025
Na,EDTA 373
FCSO4.7H20 27.8
Nicotinic Acid 1.0
Thiamine-HCl 10.0
Pyridoxine-HCl 1.0
myo-inositol 100

3.2.3. Sterilizasyon yontemleri

Doku kiiltiirii ¢aligmalar1 sirasinda mikroorganizmalarin meydana getirebilecekleri
kontaminasyonlar, c¢alismanin her asamasini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Ciinki
bitkisel materyalin kiiltiire alindig1 besi ortamlar1 mikroorganizmalarin iiremesi i¢in ¢ok
elveriglidir. Bu nedenle steril ¢calismak birinci kosuldur. Kullanilacak her tiirlii malzemenin,
hazirlanan besin ortamlarinin, kullanilacak bitkiye ait olan tohumlarin ve her tiirlii bitkisel
materyalin sterilizasyon yontemlerinden birisi ile steril edilmesi gerekmektedir. Calismamizda
kullandigimiz laboratuar malzemelerinin sterilizasyonunda, besin ortaminin sterilizasyonunda

ve eksplant sterilizasyonunda c¢esitli yontemler kullanild.

3.2.3.1. Cam malzeme ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Doku kiiltiiri c¢alismalarinda ¢ok sayida laboratuar malzemesi kullanilmaktadir.

Bunlarin ¢ogunu cam esyalar olusturmaktadir, bunun yani sira pens, kesici aletler, aliiminyum

folyo vb. malzemeler de kullanilmak zorundadir. Denemelerimizde kullanilan cam
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malzemelerin tiimii oncelikle deterjanli su ile yikanarak organik maddelerden arindirildi.
Petriler ve erlenlerin agizlar1 aliiminyum folyo ile paketlenmistir ve pens, bistiliri gibi
ekipmanlarla birlikte 121°C 1.5 atmosfer basing altinda de 20 dk. otoklavda tutularak

sterilizasyon gerceklestirildi.

3.2.3.2. Besin ortami ve BBD sterilizasyonu

Bu calismada, kullanilmis olan tiim besin ortamlarinin sterilizasyonu 121°C de 1.5
atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak gerceklestirildi. Bu siire ortam hacmine baghdir.
Ayn1 hacimdeki bir ortam daha uzun siirede karamelize olabilir.

Calismada kullanilan BBD’ler Merck ve Sigma sirketlerinden temin edildi. Zeatin’in
trans formu kullanildi. BBD’ler uygun ¢oziiciilerde ¢ozdiiriildiikten sonra istenilen miktarda
ve oranda stok soliisyonlar1 hazirlandi. Stok ¢ozeltiler 1g/l olarak hazirlanmis ve 4°C’de
saklandi. Calismanin amacina uygun olarak bu stoklardan 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 ml/l olacak
sekilde seyreltilerek besi ortamina ilave edildi. BAP, KN, ¢-Z, IBA, 2,4-D ve NAA igeren besi
ortamlar1 otoklavda 121°C de 1.5 atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak steril edildi.

Calismamizda kullandigimiz besi ortamlarinin tiimiine otoklavlanmadan once agar
eklendiginden dolayi, ortam katilasmadan steril edilmis olan kiiltiir kaplarina (erlen, petri)
bosaltildi. Ortamu kiiltiir kaplarina sicak bir halde aktarmak kontaminasyon riskini biiyiik
Olciide engellemektedir. Kullanilan petrilerin etraflar1 parafilm ile iki ii¢ kat kusatilip besi

ortamlarinin disg ortamdan izole edilerek ve ekim i¢in hazir hale getirildi.

3.2.3.3. Bitkisel materyallerin sterilizasyonu

Her bitki tohumunun yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi farklidir. Dolayisiyla en
uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi 6nemlidir (Yildiz, 2000).
Tohum yiizey sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, giimiis nitrat ve antibiyotikler
kullanilabilir. Ancak ticari sodyum hipoklorit (camasir suyu) en yaygin kullanima sahiptir
(Ozcan ve Ozgen, 1996).

Saglam olarak se¢ilmis olan soya fasulyesi tohumlar1 6nce 5 dk steril saf su i¢erisinde

bekletilmistir, buradan alinan tohumlar farkl: siirelerde %70’ lik etanol (EtOH) ve % 5-10°
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luk hipoklorit (NaOCl-¢camasir suyu) igersinde bekletildi. Bu asamadan sonra soya tohumlari
steril saf su ile 3 kez durulanarak, otoklavlanmis kurutma kagitlar1 {izerinde sular1 alinmistir
ve gerekli besin ortamlarina her erlene 3 adet tohum gelecek sekilde inokiile edilerek bu

ortamlarda ¢cimlendirildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Yiizeysel sterilizasyonu yapilmis olan soya fasulyesi tohumlarinin MS
ortamina inokiilasyon sekli ve tohumlarin ¢imlenmeleri.

Baglangicta saksilarda yetistirilen fideciklerden 1 cm kesilerek alinan gdvde ucu,
bogum, hipokotil, petiyol eksplantlar1 yiizeysel sterilizasyon amaci ile dncelikle saf suda
bekletilerek toz ve kirletici partikiilleri uzaklastirildi. Daha sonra 2 dk. siirelerde %70 lik
etanol (EtOH) ve 10 dk. % 5-10" luk hipoklorit (NaOCl-¢amasir suyu) igersinde bekletildi.
Son asamada ise 3 kere steril edilmis saf su ile durulanarak, otoklavlanmis olan kurutma
kagitlari lizerine konarak tizerlerindeki fazla su alind1 ve petrilerdeki ortamlara inokiile edildi.

In vitro sartlar altinda yetistirilen fideler zaten steril olduklarindan bu tip bitkisel
materyaller i¢in sterilizasyon islemine gerek duyulmadi. Bu in vitro fidelerden eksplantlar

alinarak dogrudan gerekli besi ortamlarina aktarildi.
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3.2.4. In vitro’dan elde edilen soya fidelerinden eksplant izolasyon ile ilgili

yontemler

In vitro ortamda steril olarak yetistirilen soya fidelerinden gévde ucu, bogum,
hipokotil, kok ve petiyol eksplantlar1 1 cm uzunlugunda kesilerek rejenerasyon ortamina
aktarildi. 90 x 15 mm steril petri kutularinda MS ortaminda uygun BBD konsantrasyonlari
eklenerek 16/8 1sik/karanlik fotoperyodunda 500 pmolm™ sec™ floresans 1siklandirmasinda
iklim dolabinda (Fitotron, Sanyo, Gellenkamp PLC, UK), 2542 °C sicaklikta inkiibe edildi.

Tarla sartlarinda yetistirilen bitkilerden alinan soya tohumlar1 ylizey sterilizasyonuna
tabii tutulmus, meyve kabugu soyularak elde edilen kotiledonlar diiz kisimlar1 iiste gelecek
sekilde rejenerasyon ortamina konuldu. Doku kiiltiirii ile ilgili biitiin ¢alismalar steril hava

akislt kabin (Laminar Flow Cabin) igerisinde yapildi.

3.2.5. Rejenere olmus soya siirgiinlerinin koklendirilmesi ile ilgili yontemler

Rejenere olan siirgiinler belirli bir uzunluga geldikten sonra steril cam kavanozlar
icinde farkli konsantrasyonlarda IBA igeren koklendirme ortamina aktarildi. Burada kdklenen

stirglinler saksilara aktarildiktan sonra iklim dolabinda ¢evre sartlarina uyumu saglandi.

3.2.6. Somaklonal varyasyonlar

Soya fasulyesinin klonal iiretimi esnasinda meydana gelen kallus, adventif siirglin ve
dogal ortamda yetigen bitkilerden DNA ekstraksiyonu yapildi. Secilen drneklerin farkli BBD
ile tiretilmis doku ve organlar olmasia 6zen gosterilmis ve bu amacla 2,4-D ile iiretilmis
kallus, Kinetin ve BAP ile ¢ogaltilmis adventif siirglin, BAP ile elde edilmis kallus ve dogal
ortamda yetistirilmis soya fidesi kullanilmistir. Ekstre edilen DNA materyalleri,
¢imlendirilmis tek bir tohumdan elde edilen bir fideden kaynaklanan eksplantlardan elde
edildi. DNA ekstraksiyonunda kullanilacak tiim malzeme ve ¢ozeltiler otoklavda sterilize

edildi.
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3.2.6.1. Tampon ve stok ¢ozeltiler

Ekstraksiyon tamponu: 2% cTAB (Sigma Chemical Co., Poole, UK.), 1% PVP 40.000
(Sigma Chemical Co., Poole, UK.), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) (Boehringer Mannheim,
Lewes UK.), 20 mM EDTA (Sigma Chemical Co., Poole, UK.) pH: 8.0 pH 1 M NaOH ve 1
M HCI ile ayarlandi, 1.4 M NaCl. Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi bidistile ve steril su ile 100

ml ye tamamlandi.

TBE Tamponu: (5 X Stok): 1.4 M Tris, 1.4 M Boric acid (BDH, Merck Ltd., Poole,
UK.), 0.01 M EDTA

DNA yiikleme tamponu: 25 % sukroz, 0.05% w/v bromophenol blue, Xylene cyanol
FF (Sigma Chemical Co., Poole, UK.), Sure cut buffer H (Boehringer Mannheim, Lewes
UK.).

Jel Boyama: Ethidium bromide (Sigma Chemical Co., Poole, UK.) 10 mg/ml stok
¢ozeltisi olarak hazirland1 ve karanlikta saklandi. Kullanilacagi zaman son konsantrasyonu 0.1
mg/ml olacak sekilde seyreltildi.

dNTP karigimi: 1 mM dATP, dATP, dGTP, dCTP

Tag DNA Polimeraz reaksiyon tamponu: (10 X Stok): 200 mM Tris-HCI (pH 8.4),
500 mM KCI. Kullanim konsantrasyonu 1X dir.

Taq DNA Polimeraz: Taq polimeraz enzimi, Tamponu ve MgCl,

3.2.6.2. DNA ekstraksiyonu ve kantitatif tayini

0.5 g taze bitki ornekleri sivi azot ile dnceden sogutulmus havan i¢inde tamamen toz
haline gelinceye kadar ezilir ve Onceden sivi azotta sogutulmus sapatiil ile 1.5 ml lik
Eppendorf tiiplerine aktarilarak itizerine 1 ml 6nceden 55 °C ye kadar isitilmis ¢TAB
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenir. Tiipler 55 °C de her 15 dk da bir galkalamak sureti ile 1 saat
inkiibe edilir. 5 dk 12.000 rpm de santrifiij edilir. Ustteki tabaka temiz eppendorf tiiplerine
aktarilir ve iizerine kendi hacmi kadar kloroform ilave edilir. 2 dk iyice ¢alkalandiktan sonra 5
dk 12.000 rpm de santrifiij edilir. Ustteki tabaka alinarak hacminin 2/3’{i kadar énceden
sogutulmus izopropanol (Sigma Chemical Co.) eklenir ve yavas bir sekilde defalarca ters
cevirme hareketi yapilir. 15 dk derin dondurucuda saklanarak ayni hareket birka¢ defa
tekrarlanir. 30 s 12.000 rpm de santrifiij edilir. izopropanol dékiiliir ve eppendorf iginde kalan
DNA pelleti iizerine 0.5 ml 6nceden sogutulmus % 70 lik etanolden ilave edilir. Tekrar
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yumusak bir sekilde tiipler dondiiriilerek DNA’nin iyice yikanmasi saglanir. Alkol
uzaklastirilarak DNA kurutulur ve TE tamponu veya bidistile steril suda ¢oziinerek -20 °C de
saklanir. Ekstre edilen DNA’nin kantitatif tayini miktar1 dnceden bilinen kesilmemis A DNA
ile mukayese edilerek hesaplanir. Bunun i¢in % 0.7 lik agaroz jel 1XTBE tamponu ig¢inde
eritilerek hazirlanir. Jel taraklarindan 2 mm derinliginde havuzlar olusturulur ve erimis
agaroz, jel tankina dokiiliir ve sogumaya birakilir. Soguduktan sonra tarak ¢ikarilarak jel
icinde havuzlar olusturulur. Tankin iizeri kapanincaya kadar 1XTBE tamponu ilave edilir.
Havuzlara 10 ul DNA ve 4 pl yilikleme tamponu yerlestirilir. Bir havuza da miktar1 bilinen
kesilmemis A DNA ve yiikleme tamponu yiiklenir. Gii¢ kaynaginda 50 v’ta 2 sa yiiriitiilerek
boyama tamponu ile boyanip UV altinda fotografi c¢ekilir. Miktar1 bilinen DNA ile ekstre
edilen DNA karsilastirilarak miktar1 tayin edilir.

3.2.6.3. RAPD primerleri ile DNA c¢ogaltim

Calismada kullanilan RAPD primerleri (Operon Technologies) 10 DNA bazi
icermektedir. Bu c¢alismada 8 farkli RAPD primeri kullanildi. Fakat bunlardan
AGGTCACGTA dizisine sahip SA-R primeri ile elde edilen amplifkasyon 6rnegi en net bir
sekilde varyasyon hakkinda bilgi verebilecek bir diizeyde goriildii. Diger primerlerin bir
kisminda DNA profili tiimiiyle bazilarinda ise kismen gozlendi. Boyle bir calismada elde
edilen jel goriintiilerinin varyasyon konusunda bilgilendirici olabilmesi i¢in tiim Orneklerin
DNA proflleri elde edilmesi gereklidir. Bu nedenle bu calismada sadece bir Ornek
sunulabilmigtir. PCR reaksiyon kosullar1 Williams ve ark. (1990) metodu modifiye edilerek
hazirlandi. Reaksiyon karisimi su sekildedir: 1 X Taq polimeraz tamponu, 200 uM herbir
dNTP den, 0.2 uM primer, 25 ng kalip DNA, 1.5 unite 7ag polimeraz enzimi ve 1.5 mM
MgCl,. Reaksiyon karigimi iizerine DNAz ve RNAz dan arindirilmis su ilave edilerek 50
pl’ye tamamlanir. DNA, termal sayklir (Thermo Hybaid) cihazinda asagidaki program takip
edilerek ¢ogaltilmustir: 94 °C de 5 dk bir dongii; 1 dk. 92 °C de, 1.5 dk 35 °C de, ve 2 dk 72
OC de 45 dongii ve 5 dk 72 °C de bir dongii. Cogalan DNA bant profilinin belirlenmesi i¢in
agaroz jel elektroforej islemi aynen DNA’nin kantitatif tayini islemindeki basamaklar takip
edilerek yapilir. Buradaki tek istisna agaroz jel konsantrasyonunun % 1.4 olmasidir. UV

altinda goriintiilenen DNA bantlar1 karsilagtirilarak polimorfizim tespit edilir.



4. BULGULAR

4.1. Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

Soya fasulyesi [Glycine max. (L.) Merrill] bitkisisnin Agrova SA88 varyetesi ile
yapilan in vitro adventif slirgilin rejenerasyonu calismalarinda in vitro ortamda gelisen 7 — 15
giinliik bitkiciklerden govde ucu, bogum, yaprak, hipokotil, kotiledon, kok ve petiyol
eksplantlar1 ve in vivo ortamda saksilarda yetistirilen bitkiciklerden alinan hipokotil, bogum,
govde ucu ve petiyol eksplantlar1 degisik konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda BAP, KN,
t-Z ve 2,4-D iceren MS ve Gamborg’s B5 besin ortamlarinda kiiltiire alinmastir.

Eksplantlar arasinda hemen hemen tiim ortamlarda en verimli eksplant bogum (nod)
olurken, kok eksplanti hi¢bir zaman tomurcuk iiretmemistir. Yine yaprak ve petiyol
eksplantlarinda da hemen hemen tiim ortamlarda kallus olusumu gozlenmistir. Kotiledon
eksplantt da cogunlukla kallus {iretmistir. BBD konsantrasyonu dikkate alindiginda tiim
eksplantlarda 3 mg/l BAP en verimli ortam oldugu gézlenmistir . Bunu 3 mg/l KN ve 1 mg/l
BAP takip etmistir. En verimsiz hormon ortami ise 4 mg/l +-Z ortami olmustur. Uygulanan

BBD’nin eksplantlar lizerinde etkilerine ayr1 ayr1 bakildiginda ise su sonuglar gozlenmistir;

Cizelge 4.1. Farkli +-Zeatin ve Kinetin konsantrasyonlarmin degisik eksplantlarda adventif
govde tizerine etkileri (mg/L)

BBD
(mg/L) Petiyol Yaprak Kotiledon Bogum Gl(::l(lle Hipokotil
2t-7Z 140,70 K ) 2,75+1,71 i i
K
4t-7Z
K - K K K -
3 KN 0 K 1,75+¢1,71  2,942,20 2,67+0,57 1,5+1,29
Ko Ko K+Ko6 Ko
SKN K i K 1,75+0,96 i i
K
6 KN 1+0,82  0,75+0,5
K - 0 K K -

*Sayilar bir eksplanttan iiretilen tomurcuk sayisini ve en az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapmay: ifade
etmektedir.

K: Kallus, K6: Koklenme, BBD: Bitki Biiylime Diizenleyicileri
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2 mg/l t-Z ortamindaki eksplant tiirlerinden en iyi tomurcuk patlamasi bogumda
gbzlendi (2-3). Yaprak eksplantinda kallus olustu. Petiyol eksplantinda ise diisiik oranda
verim elde edildi. 3 mg/l KN ortaminda en iyi tomurcuk patlamas1 yine bogumda goézlendi. 3
mg/l KN’in tiim ortamlara gére en verimli tomurcuk patlamasini tesvik edici oldugu saptandi
(3-4). 5 mg/l KN ve 6 mg/l KN ortamlarindaki eksplantlardan sadece bogum eksplantinda
diisiik oranda verim elde edildi (1-2). 4 mg/l t-Z ortaminda da biitlin eksplantlardan kallus
gelisimi gozlendi (Cizelge 4.1). Kullanilan BBD arasinda sadece 3 mg/l KN ortamina inokiile
edilen kotiledon eksplantinda kéklenme gozlendi (Sekil 4.1 ).

Yukarida gelisimi gézlenmis olan eksplantlarin gelisimlerini devam ettirebilmeleri i¢in

farkl1 BBD konsantrasyonlarina subkiiltiirleri yapildi.

Sekil 4.1. 3 mg/l KN ortammna inokiile edilen kotiledon
eksplantinin kdklenmesi.
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Cizelge 4.2. +-Z, KN ve 2,4-D konsantrasyonunda subkiiltiire alinmis eksplantlar {izerinde
adventif gdvde lizerine etkileri (mg/L)

BBD

(mg/L) Bogum Govde ucu
1t-Z K -
2,33+1,52
3tz K K+K6
3,3342,08 2,67+0,57
2KN K+Ko K
1,67+0,58 1,33+1,53
4 KN K+Ko K
324D K K
2 2,4-D K K

* Sayilar bir eksplanttan iiretilen tomurcuk sayisi ve en az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapmayi ifade
etmektedir.

K: Kallus, K6: Koklenme, BBD: Bitki Biiylime Diizenleyicileri

Cizelge 4.2°ye gore govde gelisimi olan eksplantlar 1 mg/l -Z, 3 mg/l t-Z, 2 mg/l KN
ve 4 mg/l KN ortamlarina aktarilirken, kallus gelisimi olan eksplantlar da 2 mg/1 2,4-D ve 3
mg/l 2,4-D ortamlarina aktarildilar. 1 mg/l #-Z’e aktarilan gdvde eksplantlarinda zamanla
kallus olusumu gozlendi. 3 mg/l -Z’e aktarilan govde eksplantlarinda ise 1 mg/l +-Z’e gore en
1yi gelisim gézlenmistir (2-4 siirgiin).

2 mg/l KN ve 4 mg/l KN ortamlarindaki gévde eksplantlarinda da tomurcuk patlamasi
olmustur. 3 mg/l +-Z, 2 mg/l KN ve 4 mg/l KN ortamlarinda tomurcuk gelismesinin yan1 sira
kok gelisimi de gdzlenmistir.

Kallus olusturan eksplantlarin kallus gelisimini devam ettirebilmeleri i¢in ideal bir
BBD ortam1 2,4-D ortamidir. Kalluslarin bu ortama subkiiltiirlerinin yapilmasi ile kallus
gelisimi devam ettirilebilir. Bunun icin eksplantlarda olusan kallus yapilarindan agik sar1 ve
yumusak yapida olanlar tercih edilmelidir (Sekil 4.2). Bu sekilde kallus gelisiminden

organogenez elde etmemiz miimkiin olabilmektedir.
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Sekil 4.2. Farkli BBD konsantrasyonlarinda olusan sari-yumusak ve yesil-sert kalluslar.

Cizelge 4.3. Farkli BAP konsantrasyonun degisik eksplantlarda adventif gévde {izerine

etkileri (mg/L)

BBD Govde

(mg/L) Kok Petiyol Yaprak Kotiledon Hipokotili Bogum ucu

1 BAP i i i K i 2,75¢1,03  2,67+2,08
K+Ko6 Ko

3 BAP o ] K ks 308137 3,86+328
K+Ko6 K+K6

4 BAP i i i i i 1,5ﬁ1:<1,29 1,541.29

5 BAP 0 0 0 0,7512:0,5 i 2&:%82 1.541,29

* Sayilar bir eksplanttan {iretilen tomurcuk sayisin1 ve en az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapmay: ifade
etmektedir.

K: Kallus, K6: Koklenme, BBD: Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Cizelge 4.3°deki degerlere gore olduk¢a verimli tomurcuk gelisimleri 3 mg/l BAP
ortaminda bogum eksplantinda gozlenmistir (5-6 siirglin). 5 mg/l BAP ortamina inkiibe edilen
eksplantlardan da yine en iyi tomurcuk patlamasi bogum ve gévde ucunda gozlenmistir (2-3).
Kokte ciirlime olurken, yaprak ve petiyolde verim alinamamistir. 1 mg/l BAP ortaminda ise
kallus gelismesi olmaksizin eksplantlarda tomurcuk gelisimi gézlenmistir (3-4) (Sekil 4.3).

3 mg/l KN ve 3 mg/l BAP ortamlarinda yapilan tiim ¢alismalar verimli sonug¢ verdigi

icin bu BBD konsantrasyonlari {izerinde daha yogun ¢alisilmis ve bu ortamlara dogrudan soya
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tohumu inokiile edilmistir. Burada BBD icermeyen MS ortamina gore gelismenin koklenme

olmaksizin gergeklestigi ve 2-3 adet tomurcuk patlamasinin oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4 ).

Sekil 4.3. 1 mg/l BAP ortamindaki eksplantlarda gozlenen tomurcuk
patlamasi.

Sekil 4.4. 3 mg/l BAP ortamina inokiile edilen tohum ¢imlenmesi.
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Cizelge 4.4. Farkli BBD kombinasyonlarinin eksplantlarda adventif govde iizerine etkileri

(mg/L)
BBD . . . o Govde
(mg/L) Petiyol Yaprak Hipokotil Bogum ucu
3KN+124-D 0 ) K )
5BAP +124-D 1+0,7
- 0 - -
K
2t-Z +5 BAP i i i 1,5+1,29 i
K
5 KN + 5 BAP i i i 1,5+1,29 i
K+Ko6
0,5 IBA + 2,5 KN K i 2,66+0,57 1+0,81 1+0,81
K K K
0,5IBA +1,5t-Z i i i 1,66+1,57 i
K

* Sayilar bir eksplanttan iiretilen tomurcuk sayisini ve en az i¢ tekrarla elde edilen standart sapmay: ifade
etmektedir.

K: Kallus, K6: Koklenme, BBD: Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

3 mg/l KN + 1 mg/l 2,4-D kombinasyonuna inkiibe edilen eksplantlarin hi¢ birinde
tomurcuk patlamasi goézlenmemistir. 5 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D kombinasyonunda ise
sadece bogum eksplantinda diisiik oranda tomurcuk patlamasi1 gézlenmistir (1-2). 2 mg/l +-Z +
5 mg/l BAP ve 5 mg/l KN + 5 mg/l BAP kombinasyonlarinda ise sadece bogum eksplanti
kullanilmasina ragmen yine diislik oranlarda verim elde edilmistir (1 siirgiin).

Yine 0,5 mg/l IBA + 2,5 mg/l KN kombinasyonunda da eksplantlardan verimli
tomurcuk patlamalar1 gdzlenmistir (2-3). Yalnizca petiyol eksplantinda kallus gelismistir.
Buna gore 0,5 mg/l IBA + 1,5 mg/l +-Z kombinasyonunda koklenme ve tomurcuk patlamasi
beklenirken, aksine tomurcuk gelisimi yok denecek kadar az olmustur.

Yapilan BBD uygulamalarinda en yiiksek diizeyde siirgiin sayis1t Gamborg B5 besin
ortaminda govde nodu eksplantinda 3 mg/l BAP ile elde edilmistir (5-6). Baska bir
uygulamada 3 mg/l BAP ortaminda gdvde ucu eksplantindan 11 adet siirgiin patlamasi

gozlenmistir.
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4.2. Rejenere Olan Adventif Siirgiinlerin Koklendirilmesi

In vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunun saglandig1 besin ortamlarinda koklenmeyi
saglamak miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle siirglinlerin sitokinin icermeyen, fakat
koklenmeyi tesvik edici BBD’nin bulundugu ortamlara transfer edilmesi gerekmektedir.

Cesitli  eksplantlardan elde edilen tomurcuklar belli biiyiikliige geldiginde
birbirlerinden ayristirilarak koklendirilmek amaci ile diisiik konsantrasyonda IBA ve NAA
iceren ortamlara transfer edilmislerdir. Burada kullanilan BBD’nden NAA, IBA’ya gore kok
gelisimini daha fazla tesvik etmesine karsilik IBA ortaminda siirgiinlerden kok geligimi ile
birlikte tomurcuk gelisiminin de oldugu gozlenmistir.

Koklenmeyi tesvik edici olarak IBA’nin 1 mg/l ve 2 mg/l konsantrasyonlari
kullanilmigtir. Kullanilan bu her iki ortamda da birbirine yakin sonuglar elde edilmistir. NAA
icin sadece 2 mg/l konsantrasyonu kullanilmis ve bu konsantrasyondaki siirgiinlerde kisa,
kalin ve her siirgiinde 5’den fazla kok uzamasinin oldugu gozlenmistir. NAA ortamina gore
IBA ortaminda gelisen kdklerin yapisi daha ince ve az sayidadir (Sekil 4.5).

2 mg/l +-Z + 5 mg/l BAP ve 5 mg/l KN + 5 mg/l BAP ‘Ii ortamlarda 5 haftalik
gelisimlerini siirdiiren siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in 2 mg/l IBA ortami kullanilmistir
Koklenme ile birlikte siirgiinlerin gelisimi de devam etmektedir (Cizelge 4.5). 6 mg/l KN
ortamindaki gelisen siirgiinlerin kdklendirilmesi i¢in de 1 mg/l IBA ortami kullanilmistir.
Burada hem en iyi kok gelisimi hem de siirgilin gelisimi devam etmistir. 5 mg/l KN ortaminda

gelisen siirgiinler 1 mg/1 IBA igeren ortama aktarilmis, fakat burada hi¢ koklenme olmamustir.

Cizelge 4.5. BBD konsantrasyonu ve eksplantlarin adventif kok olusumuna etkileri (mg/L)

BBD Adventif siirgiin olusturmus eksplantlar
(mg/L) < < . "
Bogum + K Bogum  Petiyol+ K Govde ucu
11BA 1,5+1,29
- K - -
11IBA 2,33+1,52
K+K& ] ) )
2 IBA ) ) ) )
2 IBA 1,5+1,29
K - - -
2 IBA 1,5+1,29
K+Ko6 ] ) )

* Koklendirilmek tizere ortama inkiibe edilmis adventif siirgiinlerden gelisen tomurcuklardan elde edilen
standart sapmalar1 ifade etmektedir. K: Kallus, Ko: Koklenme, BBD: Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
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3 mg/l KN ve 3 mg/l BAP ortamlarina inokiile edilen soya tohumlarinin
koklendirilmesi i¢cinde 2 NAA ortami kullanilmis ve kisa, kalin kokler gelismistir.

Biitiin bu yapilan calismalar sonrasinda koklenen fideler BBD icermeyen MS
ortaminda aktarilarak (Sekil 4.6.), fidelerin belli bir biiylikliige gelmesinden sonra fideler 3:1

oraninda toprak — kum iceren saksilara ekilerek ortama uyumlar1 saglanir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.6. Koklenen soya fidelerinin BBD igermeyen MS ortamina
aktarima.
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Sekil 4.7. MS ortaminda biiyliyen fidelerin saksilara aktarilmasi ve
elde edilen yetigkin soya fasulyesi bitkisi.
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4.3. Eksplant ve Adventif Siirgiinlerde olusan Kontaminasyonlar

In vivo ortamda saksilarda yetistirdigimiz soya fasulyesi fidelerine ait eksplantlar in
vitro denemeler i¢in kullanildi. Bu tip eksplantlarin in vitro’ya aktarilmadan once yiizeysel
sterilizasyondan  gegirilmesi  gerek  duyuldu. Denemelerimizde yapilan yiizeysel
sterilizasyonlarda, eksplantlarin gereginden uzun silirede hipoklorit icerisinde kalmasi
sonucunda, eksplantlarin yarali yilizeylerinden baslamak {izere zaman ilerledik¢e dokularin i¢
kisimlarina dogru ilerleyen renk degisimleri, kuruma gibi doku hasarlarinin olmasi ve buna
bagl olarak da in vitro’da beklenen diizeyde tomurcuk patlamalarinin olmadigi, ¢ogu zaman
eksplantlarin zaman igerisinde canliligini kaybettigi gézlendi. Bu doku hasarlar1 eksplantlarin
10 dk.’dan daha fazla hipoklorit igcerisinde kalmasi sonucunda oldugu gozlendi. Eksplantlar 6
dk. ve daha az siirede hipoklorit igerisinde bekletilirse bitkisel materyalden kaynaklanan
kontaminasyonlara sebebiyet verdigi saptandi (Sekil 4.8). Kullanilan eksplantlar i¢in en
uygun siire %70’lik etanol icerisinde 2 dk. ve %10’luk NaOClI igerisinde de 10 dk. olarak
bulundu.

Laboratuar sartlarimiz sera ortamina uygun olmadig: i¢in saksilarda yetistirilen soya
fidelerinden elde edilen eksplantlardan in vivo’da ¢ogunlukla istenen sonug elde edilemedi.
Her ne kadar uygun siirelerde sterilizasyon yapilsa da kontaminasyon riskini ¢ok yiiksekti. Bu
yilizden ¢alismalarimizda ¢cogunlukla in vitro yetistirilen fidecikler kullanildi. Her iki ortamda

da soya tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri ise soyledir;

Cizelge 4.6. Farkli kosullarda yetistirilen tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri

Yetisme Kosullar: Tohumlarin Cimlenme Yiizdeleri (%)
In vivo 50-60
In vitro 60 — 66.6

In vitro denemelerde tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri daha yiiksek oldugu goriildii. Bu

durum tohumlarin in vitro’ya daha iyi uyum sagladigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.8. Saksilarda yetistirilen soya fidelerinden alinan eksplantlarin
kontaminasyonu.

Steril tohumlar BBD icermeyen MS ortaminda ¢imlendirilmis, ¢imlenmenin 7-10 giin
icerisinde iklimlendirme dolabinda 25+2 °C sicaklikta gerceklestigi gozlendi. 2 hafta sonra
soya fideleri 13—15 cm boyuna eristi. /n vitro denemelerimizde her ne kadar tohumlarin yiizey
sterilizasyonlarina dikkat etsek de uygun ortam sartlari saglanamadigi icin tohumlar fide

haline geldiklerinde kontaminasyona maruz kalmislardir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. I vitro yetistirilen soya fidelerinin kontaminasyonu.
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4.4. Somaklonal Varyasyonlar

4.4.1. DNA ekstraksiyonu

Sekil 4.10. Ekstre edilen DNA ornekleri M: markir 1. 2,4-D ile elde
edilmis kallus 2. KN ile elde edilmis fide 3. BAP ile elde
edilmis fide 4. tabi ortamda yetismis bitki 5. BAP ile elde
edilmis kallus

Bu calismamizda soya fasulyesi fide eksplantlar1 MS ve B5 ortamlarinda farkli BBD
konsantrasyonlari ve kombinasyonlar1 kullanilarak kallus ve adevntif gdvde siirgiinleri elde
edilmistir. Ortamda kullanilan kimyasallar 6zellikle BBD’nin genom {izerinde bir takim
degisikliklere yol a¢tig1 bilinmektedir. Bu amagla 6zellikle yiiksek BBD konsantrasyonunda
yetistirilen kallus ve siirglinlerden ekstre edilen DNA 6rnekleri RAPD (Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA) testlerine tabi tutulmustur. Bunun i¢in 2,4-D, Kinetin, BAP uygulamalar1
yapilmis kallus, adventif siirglin ve BBD icermeyen tabi ortamda yetisen bitkilerden DNA
ekstre edilerek PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile 6zel primerler kullanilarak ¢cogaltilmis
ve varyasyon olup olmadigi gdzlenmistir. Markir olarak 1ug kesilmemis A DNA kullanilarak
doku ve organlardan ekstre edilen DNA miktarlart mukayese edilmistir. Buna gore 2,4-D ile

elde edilen 0.5 g kallustan elde edilen DNA miktar1 yaklasik olrak 0.5 pg, kinetin ile elde
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edilen 0.5 g fide yapraklarindan 2 pg, BAP ile elde edilen fideden alinan 0.5 g taze 6rnekten
elde edilen DNA miktar1 3.5 pg, tabi ortamda yetistirilen bitkinin 0.5 g yapraklarindan elde
edilen DNA miktar1 1.5 pg, BAP ile elde edilen 0.5 g kallustan elde edilen DNA miktari ise
1.25 ng olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10).

4.4.2 Ekstre edilen DNA ornerklerinin RAPD primerleri ile ¢cogaltilmasi

Sekil 4.11. Ekstre edilen DNA 0Orneklerinin SA-R primeri ile PCR
reaksiyonunda ¢ogaltilmasi 1. 2,4-D ile elde edilmis kallus 2.
KN ile elde edilmis fide 3. BAP ile elde edilmis fide 4. tabi
ortamda yetismis bitki 5. BAP ile elde edilmis kallus

Elde edilen konsantre DNA o&rnekleri, DNA ve RNA parcalayict enzimlerden ari
bidistile ve sterile su kullanilarak tiimii ayn1 konsantrasyona gelecek sekilde seyreltildikten
sonra Materyal ve Yontem boliimiinde agiklandigi sekilde PCR reaksiyonuna tabi tutularak jel
goriintiisii elde edilmistir.

Yukaridaki jel goriintiisiine gore kullanilan kimyasal maddelerin ve kiiltlir ortami
sartlarinin herhangi bir somaklonal varyasyona neden olmadigi sdylenebilir. Ciinkii 6rneklerin

band profillerine goére tiim Orneklerden monomorfik bir DNA profili gdzlenmistir. Her ne
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kadar 2,4-D ile elde edilen kallus (1. 6rnek) ve KN ile elde edilmis fide (2. 6rnek) de en son
siitunda bulunan DNA bantlar1 eksik gibi goriinse de dikkatle bakildiginda bu bantlarin az
miktarda sentezlendigi ve silik oldugu ancak ¢ok dikkatle bakildiginda fark edilebildigi
sOylenebilir (Sekil 4.11).



5. TARTISMA ve SONUC

Insanlarin beslenmesi yoniinden &nem tasiyan bitkilerin, verimini, hastalik ve
zararhlara kars1 direnglerini artirmak amaci ile gerceklestirilen klasik 1slah metodlarinin yani
sira giiniimiizde doku kiiltiirii ve biyoteknoloji sayesinde her yonii ile istenen 6zelliklere sahip
bitki tiirlerinin eldesi ¢ok daha kisa siirelerde ve kontrollii kosularda elde edilerek bu bitkilerin
doga kosullarina uygun hale getirilmesi artik alisilan bir durum haline gelmek iizeredir.
Biyoteknolojik metodlar, insan ve hayvanlarda oldugu gibi, bitkilerde de oldukca genis bir
uygulama alanina sahiptir. Cesitli yontemler bitkiler {izerinde denenmekte ve her giin yeni
gelismeler elde edilmektedir.

In vitro hiicre ve doku Kkiiltiirlerinden rejenere edilecek olan bitkilerin kullanim
alanlar1: seckin veya izolasyonu zor olan stoklarin vejetatif tiretimi, kullanigh ¢esitlerin hiicre
seleksiyonu ve genetik miithendisligi ile elde edilen hiicrelerinden transforme olmus bitkilerin
1slahidir (Philips ve Hubstenberger, 1985). Elektroporasyon, biyolistik gibi gelismis metodlar
da ayn1 amagclar dogrultusunda kullanilmaktadar.

Insanlik icin bitki biiyiime maddelerinin her gecen giin daha da 6nem kazamr olmasi
ve smirlt tarim alanlarinda verimliligin arttirilmasi amaci ile bitki biliyiime maddelerinin
kullanilmast da giincel bir konu halini almistir. Bitki biiyiime maddeleri veya bitki biiylime
diizenleyicileri bitkiler tarafindan sentezlenen, ¢ok kiiclik konsantrasyonlarda bile fizyolojik
olaylarda etkili olabilen ve sentezlendikleri yerden uzaklarda veya hemen orada etkili olabilen
organik bilesiklerdir (Palavan ve Unsal, 1993). Yukarida bahsetmis oldugumuz yontemlerin
kullanilmast ve isler hale getirilmesi i¢in de bitki biiyiime diizenleyicilerine ihtiyag
duyulmaktadir. Cilinkii bu maddeler, kullanilan bitkisel materyallerden ve buradan elde edilen
kalluslardan morfogenetik degisikler meydana getirebilme yetenegine sahiptir. Tiim bu
nedenlerden  dolayi, denemelerimizde bitki  biiyiime diizenleyicilerinin  ¢esitli
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarindan yararlanilmistir.

Bugiine kadar in vitro sartlar altinda yapilan ¢aligmalar sirasinda soya fasulyesi
[Glycine max. (L.) Merrill] bitkisinin ¢ok farkli varyete ve kiiltiivarlar1 kullanilarak bunlarin
rejenerasyon kapasiteleri, somatik embriyogenez, organogenez gibi alanlarda denemeler
gerceklestirilmistir. Klonal iiretime yonelik soya fasulyesi ile ¢alismalar fazla olmadig1 igin
bu calismamizda soya fasulyesi [Glycine max. (L.) Merrill] bitkisinin Agrova SAS88

varyetesinin doku kiiltiirii ortaminda farkli BBD ve BBD konsantrasyonlari ile gévde ucu,
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bogum, hipokotil, kotiledon, yaprak, petiyol ve kok eksplantlar1 kullanilarak adventif siirglin
rejenerasyonu ve bu adventif slirglinlerin kdklendirilmesi iizerine denemeler yapildi.

In vitro calismalarda kullanilan alet ve ekipmanlar ile bitkisel materyalin
sterilizasyonu ¢alismay1 etkileyen en 6nemli konudur. Bitkisel materyalin eldesi i¢in 6ncelikle
tohumlara ve bunlarin ylizeysel sterilizasyonlarinin  yapilmasina gerek vardir.
Denemelerimizde kullanilan soya fasulyesi [Glycine max. (L.) Merrill] bitkisinin Agrova
SAS88 varyetesine ait tohumlarin yiizeysel sterilizasyonlarinda ayni sterilant maddelerin farkl
konsantrasyonlar1 ve siireleri kullanildi ve optimal yiizeysel sterilizasyon siiresi %70’lik
etanol igerisinde 5 dk. ve sonra %10’luk NaOCl igerisinde de 10 dk. olarak saptandi. Daha
uzun siiren sterilizasyonlar ise tohumlarin embriyolarin1 6ldiirdiigli icin ¢iirlimelere,
sterilizasyon siiresi ¢cok kisa tutulursa bu durumda da kontaminasyon oldugu i¢in tohumlarda
kararma ve bozulmalar goriildii.

In vitro ve in vivo sartlarinda yetistirilen fidelere ait gdvde ucu, bogum, hipokotil,
kotiledon, yaprak, petiyol ve kok eksplantlar bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli
konsantrasyonlar ve kombinasyonlar1 seklinde hazirlandi, ortamlara aktarildi ve bu ortamlar
yolu ile adventif siirgiin olusturma potansiyelleri artirildi.

En verimli ve verimsiz ortam ve eksplant hakkinda bir genellenme yapilmasi gerekirse
su sonuclar ortaya ¢ikmaktadir. 3 mg/l KN ve 3 mg/l BAP ortamlari hemen hemen biitiin
eksplantlar i¢in en verimli ortamlardir. 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlari ise siirgiin
olusumunda en verimsiz ortamlar olarak tespit edilmistir. Bu ortamlar kallus gelisimi i¢in
uygun ortamlardir. Ayrica kullanilan eksplantlardan da petiyol, yaprak ve kok eksplantlart en
verimsiz olanlandir. Petiyol ve yaprak eksplantinda kismen kallus gozlense de kok
eksplantinda higbir gelisme gézlenmedi.

Kullanilan her bir eksplantin farkli BBD konsantrasyonlarina cevabi farkli olmustur.
Burada ozellikle bogum eksplant1 ve gévde ucu eksplantlari ¢ok iyi tomurcuk patlamalari
verdi. Ozellikle 3 mg/l BAP ortaminda gdovde ucu eksplantinda en verimli tomurcuk
patlamas1 gozlendi (11 Adet). 3 mg/l BAP konsantrasyonunda hipokotil 2-3 tomurcuk
verirken bogumda 5-6 tomurcuk gozlendi. Kotiledon eksplantinda ise 3-4 tomurcuk
patlamasiyla birlikte kallus gelisti. Burada genotipin yaninda eksplantlarin hasat edilip ana
bitkiden iliskisinin kesilmesi ve kiiltiir ortamina alinmasi esnasinda igerdikleri endojen BBD
konsantrasyonlart ve fiziksel sartlar da tomurcuk patlamasi iizerine etkili oldugu
diistiniilebilir. BBD larin metabolizmadaki gorevleri goz onilinde bulunduruldugunda &zellikle
sitokininlerin, kismen oksinlerin ve bu iki bitki biiylimesini diizenleyicilerinin (BBD)

etkilesimlerinin tomurcuk patlamasi iizerine en etkili maddeler olduklar1 goriilmektedir.
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BAP’in farkli konsantrasyonlar1 kullanildiginda eksplantlardaki tomurcuk patlama
sayilar1 birbirine yakin degerlerdir. Bogum eksplanti 1 mg/l BAP konsantrasyonunda 3-4
tomurcuk verirken, 4 mg/l BAP konsantrasyonunda 3 tomurcuk vermistir. Buna ragmen 3
mg/l BAP konsantrasyonu gévde ucunda 3-11 arasinda tomurcuk vermektedir. Tomurcuk
gelisimlerine paralel olarak bu ortamlarda kilcal kok gelisiminin olmasi da dikkat ¢ekicidir.
BAP’1n biitiin konsantrasyonlarinda gdévde ucu, bogum ve hipokotil eksplantlar1 {izerinde
kilcal kokler tespit edildi. 5 mg/l BAP ortamina inokiile edilen eksplantlardan da gévde ucu
ve bogum 2-3 tomurcuk verirken, kok, petiyol ve yaprak eksplantlarinda herhangi bir gelisme
gozlenmedi. Ayrica govde gelismelerinin yaninda yesil - sert ve sar1 — yumusak kivamda
cesitli kalluslar gelisti. Bu sonuglar dogrultusunda BAP’1n konsantrasyonunda artma oldukca
verim diismektedir. BAP sentetik bir sitokinin ¢esidi olup 0Ozellikle hiicre boliinmesini
diizenledigi, biiyiime ve farklilagmay1 tesvik ettigi, tomurcuk ve yaprak patlamasina neden
oldugu, oksinlerle kullanildiginda kok gelisimini tesvik ettigi bilinmektedir (McGaw, 1995).
Bu ¢alismamizda tomurcuk patlamasini en etkin bir sekilde BAP ile elde edilmesi de bu
bulgular1 dogrulamaktadir. Literatiirde soya fasulyesi ile yapilan doku kiiltiirii ¢alismalari
organogenez ve somatik embryogenez iizerine yogunlagmis olup bizim kullandigimiz yontem
olan klonal fretim hakkindaki ¢alismalar olduk¢a azdir. Kullanilan BBD g¢esidi,
konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 bu ¢alismalar 15181 altinda modifiye edilerek se¢ilmis ve
farkli konsantrasyon ve kombinasyonlar denenmistir. BAP konsantrasyonunun arttik¢a
adventif govde siirgiinii gelisimini baskilamasi BBD’nin ¢ok diizeydeki miktarlarinin dahi
metabolizma tizerinde etkili olmasi ve muhtemelen gévde gelisimini kodlayan gen/genlerin
ekspresyonunu engellemesi ile agiklanabilir (Palavan ve Unsal, 1993).

Uygulamalarimiz arasinda kinetin ile yapilan ¢aligmalardan da olumlu sonuglar elde
edilmistir. Kinetin’in de yine farkli konsantrasyonlar1 kullanilmis ve elde edilen sonuglara
gore en verimli ortamin 3 mg/l KN oldugu tespit edildi. Bunu 2 mg/l KN konsantrasyonu
takip etmektedir. 4 mg/l KN, 5 mg/l KN ve 6 mg/l KN ile yapilan caligmalarda verimin
konsantrasyon artisina paralel olarak diistiigii ve cogunlukla kallus olustugu gozlendi. 2 mg/1
KN ve 3 mg/l KN ortamlarinda da BAP ortaminda oldugu gibi adventif kok gelisimi ve kallus
gozlendi. Kinetin de bir sentetik oksindir ve BAP nin zay1f bir tiirevidir. Dolayisi ile BAP ile
aynmi etkiye sahip olmasi dogaldir. Yine KN konsantrasyonu arttikca adventif siirgiin
patlamasinin azalmasi genotip veya dolayli olarak KN’nin siirgiin olusum siirecindeki bazi
metabolik yollar1 baskilamis olabilecegini akla getirmektedir (Kadioglu, 2004).

t-Z ile yapilan ¢alismalarda ¢ok fazla verim elde edilemedi. Trans-Zeatin en verimli

konsantrasyonu da 2 mg/l dir. 4 mg/l +-Z ortamindaki biitiin eksplantlarda kallus gozlendi.
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Trans-zeatin’in biitlin konsantrasyonlarinda yogun bir sekilde olusan kalluslardan sari-
yumusak yapida olanlardan altkiiltiir yapilarak 2,4-D ortamlarina aktarildilar. Ayni sekilde
uygulamalarimizda kullandigimiz biitiin BBD konsatrasyonlarindan elde edilen kalluslar 2,4-
D ortamlarina aktarildilar. 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlari hazirlanarak yapilan alt
kiiltiirlerden kalluslardan indirekt organ gelisimi diisiiniildii. Ozellikle burada kullanilan
kallusun yapist sar1 ve yumusak olmalidir. Yesil ve sert olan kalluslar organ gelisimi i¢in
uygun degildir. Yaklasik 5 hafta sonra uygun ortam sartlari olmadigi icin kalluslarda
kararma ve ¢iiriime oldugu tespit edildi. Bu sekilde istenilen sonug elde edilmedigi i¢in elde
ettigimiz diger kalluslar1 somaklonal varyasyon tespiti i¢in dondurucuda saklandi. Trans-
zeatin tabi bir sitokinidir ve sitokininlerin genel etkileri bu calismada ¢-Z {izerinde
gbzlenmedi. Yiiksek konsantrasyonlu #-Z daha ¢ok oksinler gibi davranarak kallus olusumunu
tesvik etmistir. Zaten #-Z’nin adventif siirgiin olusumundan ziyade kallus ve indirekt somatik
embriyo gelisimini tesvik ettigi bazi ¢aligmalarda bildirilmistir (Halperin ve Wetherell, 1965).

Calismalarimizda kullandigimiz farkli BBD kombinasyonlarinda da ¢ok verim elde
edilmedi. Burada kullanilan kombinasyonlardan en iyi sonucu 0,5 mg/l IBA + 2,5 mg/l KN
verdi. Bu ortamda bogum ve hipokotil eksplantlart (2-3) tomurcuk verirken diger
kombinasyonlarin  hepsi bogum eksplantinda (1-2) tomurcuk vermistir. Biitiin
kombinasyonlarda kallus olusumu dikkat c¢ekicidir. 5 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D
kombinasyonunda oldugu gibi BAP ve 2,4-D’nin beraber kullanilmasi ile hazirlanan
ortamlarda, aynmi eksplanttaki tomurcuk sayisinin sadece BAP kullanilarak hazirlanan
ortamlardaki tomurcuk sayisindan daha az oldugu goriilmiis ve 2,4-D’nin adventif siirgiin
rejenerasyonunu engelleyebilecegi diisliniilmiistiir. GAs’lin  siirgiin  olusumunda etkili
olmadigini, pikloram ve 2,4-D’nin ise olumsuz etki gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica
adventif siirgiin rejenerasyonunun biiylik Olgiide sicaklik ve genotipten etkilendigini
belirtmislerdir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Elde edilen eksplantlarin koklendirilmesi i¢in hazirlanan IBA’ll ortamlarin siirgiin
olusumunu tesvik ettiginin gozlenmesi lizerine baglangicta IBA’nin farkli konsantrasyonlarini
iceren ortamlar hazirlanarak eksplantlar bu ortamlarda inkiibe edildi. Fakat daha sonraki
calismalarda koklendirmede 2 mg/l NAA konsantrasyonunun ¢ok iyi sonug¢ verdigi gozlendi
ve NAA’in sadece 2 mg/l konsantrasyonu ile ¢caligmalara devam edildi.

6 mg/l KN ortaminda tomurcuk patlamasiyla birlikte koklenmenin de oldugu bogum
eksplantinin koklenmesinin devam etmesi i¢in 1 mg/l IBA ortami kullanildi. Bu ortamda
koklenmeyle birlikte agik renkte kalluslarin meydana geldigi gozlendi. Kalluslar temizlenip 1

mg/l 2,4-D ortamina aktarildi. 1 mg/l IBA ortaminda gévde tomurcuklanmasinin devam ettigi



39

dikkat cekici bir durumdur. Ayni durum 5 mg/l KN ortamindaki bogum eksplantina da
uygulandi ve benzer gelismeler gozlendi. Bu gelismelerin yaninda 0,5 mg/l IBA + 2,5 mg/l
KN kombinasyonundaki hipokotil ve gévde ucu eksplantlar1 da koklendirilmeleri i¢in 1 mg/I
IBA ortamina aktarilmiglardir. Fakat bu ortamda diger ortamlara gore koklenme olmadi,
tomurcuk patlamasi ve kallus olusumu gozlendi. Gorildiigi tizere kullanilan IBA ortami
eksplantin alindigi BBD ortamina gore farkli sonuglar vermistir.

Yapilan tim c¢alismalar dogrultusunda IBA uygulamalar1 adventif siirgiin olusumu
tizerine etkisi BAP ve KN uygulamalar1 kadar yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir.
Sentetik bir oksin tlirevi olan IBA’nin siirgiin gelisimini an az sitokininler kadar tesvik etmesi
oldukca ilging bir bulgudur. Burada endojen sitokinin ve Onceki ortamdan gelebilmesi
muhtemel olan sitokinin ile ikinci uygulamada uygulanan oksin miktarin interaksiyonunun
boyle bir sonuca neden oldugu diisiiniilmektedir. Cilinkii sitokinin oksin interaksiyonunun
stirglin olusumuna neden oldugu bilinen bir gergektir (Cambecedes ve ark., 1991).

Elde edilen adventif siirgiinlerin kdklendirilmesi i¢in deneme c¢aligmalar1 yapildigi bir
durumda 3 mg/l KN ve 3 mg/l BAP ortamina inokiile edilen soya tohumlar1 BBD icermeyen
MS ortamma gore ¢ok hizli bir gelisme gosterdi ve 2-3 tomurcuk patlamasiyla birlikte
koklenme olmadigr tespit edildi. Bu patlayan tomurcuklarin kdklenmesi i¢in 2 mg/l NAA
ortami1 denendi ve kisa kalin koklerin gelistigi goriildii. Bu ortamda ayn1 zamanda kalluslarin
gelistigi ve bu kalluslar iizerinde de kok gelisiminin oldugu saptandi. Bu koklenmis
kalluslarin BBD icermeyen MS ortamina aktarildiginda siirglin gelisiminin devam ettigi fakat
kok gelisiminin ayni oranda olmadigi belirlendi. Doku kiiltiirii caligmalarinda yiiksek
konsantrasyondaki BBD uygulamalarinin olumlu sonuglar1 goriilse de genellikle toksik
etkileri veya biiylime ve gelismeyi engelleyici maddeleri indiikleyici etkileri bilinmektedir
(Kadioglu, 2004). Normalde BBD icermeyen MS ortamlarinda tohumlardan uzun-kilcal
kokler geligirken, 2 mg/l NAA ortaminda kisa- kalin kokler gelismistir. Yine 3 mg/l KN
ortaminda,1 mg/l BAP ortaminda ve 3 mg/l BAP ortamlarina inokiile edilen eksplantlardan da
adventif kokler gelismistir. Oksinlerin kok gelisimini tesvik etmektedir. Bu nedenle NAA ve
IBA kullanilarak adventif siirglinlerde kok gelisimi gozlendi. En iyi sonu¢ 1 mg/l IBA
ortamindan elde edildi. IBA sentetik bir oksin olup, dogal bir oksin olan IAA tiirevidir. Bu
gline kadar en iyi kok oksinlerin adventif kok gelisimi iizerine etkisi diger BBD den ¢ok
yiiksektir. Bu da oksinlerin genom iizerindeki etki mekanizmalar1 ile ilgili bir olaydir

(Bandursky ve ark, 1995).
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Yapilan koklendirme ¢alismalarindan sonra siirgiinlerin gelisimini tamamlayabilmeleri
icin BBD i¢cermeyen MS ortami kullanildi. Bu ortamda gelisen soya fasulyesi fidecikleri
saksilara transfer edildi. iklimlendirme dolabinda belli bir biiyiikliige getirilerek daha sonra
normal sartlara adaptasyonu saglandi. Bu bitkiler ¢igeklenme asamasina kadar biiyiitiildii.

Yapilan bu ¢alismada ekonomik ve besin degeri yliksek olan soya fasulyesi bitkisinin
klonal iiretimi ilizerine yogunlasilarak, en iyi eksplant, ortam ve BBD tespit edilmeye
calisilmistir. Bu konuda oldukca 6nemli sonuglar ve ipuglar elde edilmistir. Soya fasulyesi
bitkisinin doku kiiltiiriinde klonal iiretiminin ekonomik boyutlara ulagmasi ve ticari sekle
donistiirtilebilmesi i¢in daha yogun ve kapsamli ¢caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Somaklonal varyasyonlarin saptanmasinda RAPD yontemi, pratik, radyoaktif madde
kullanilmadig1 icin giivenli ve saglikli sonuglar vermektedir. Somaklonal varyasyonlarin
tespitinde ne kadar ¢ok primer kullanilirsa o kadar saglikli sonuglar elde edilebilir. Yapilan bu
calismada kullanilan primer sayis1 yiiksek olmamakla birlikte, varyasyonlarin tespiti
konusunda da ancak bir primerden saglikli sonu¢ alimmistir. Burada laboratuar sartlar1 ve
altyap yetersizlikleri 6nemli rol oynamis olabilir.

Doku kiiltiiriinde rejenere edilen soya fasulyesi genellikle somaklonal varyasyon
gostermektedir (Barwale ve Widholm, 1987; Freytag ve ark., 1989; Roth ve ark., 1989;
Gesteira ve ark., 2002). Bulgularimiz bu ¢aligmalarla paralellik gostermemektedir.

Bu giine kadar yapilan caligmalarda genellikle varyasyon tespiti daha fazla olmakla
birlikte, varyasyon tespit edilmemis calismalar da vardir. Bu calismada varyasyon tespit
edilmedigi i¢in literatiirdeki bu tiir ¢alismalara da 6rnekler verilmistir. Isabel ve ark., (1993)
ladinde, Shenoy ve Vasil, (1992) ise mor gok darida varyasyona rastlamamislardir. Dolayisi
ile bu caligmalar bizim bulgularimizla ortiismektedir.

Kullandigimiz ortam komponentleri ve ¢evre sartlarinin somaklonal varyasyona yol

acip agmadiginin tespiti i¢cin daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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