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Oz

Medicago sativa L. tim diinyada yetistirilen en 6nemli yem bitkilerinden biridir. M. sativa tiiriine ait bazi gesitlerin in vitro ¢ogaltimi
daha onceleri ¢alisilmistir. Ancak, bu bitkinin in vitro ¢ogaltimu yiiksek derecede ¢eside bagimlidir ve her bir ¢esit i¢in farkli prosediir
gelistirmek gereklidir. Simdiye kadar, Kalender yonca ¢esidinde bu konuda bir ¢alisma rapor edilmemistir. Bu ¢alismada, farkli temel
besin ortamlari, sitokininler ve eksplant tiplerinin Kalender ¢esidinin in vitro ¢ogaltimi iizerine etkileri arastirilmistir. Baslangigta, in
vitro fideciklerden alinan farkli eksplant tipleri (meristem, siirgiin ucu ve nod) siirglin rejenerasyonunu uyarmak amactyla, farkli
konsantrasyonlarda (1.0 ve 2.0 mg/L) kinetin iceren Gamborg besin ortaminda (B5) kiiltiire alinmustir. Yiiksek siirgiin rejenerasyonlari
(%57.78 - %93.33) yaninda, yiiksek kallus rejenerasyonlart da (%82.22 - %93.33) gbzlenmistir. Yiiksek kallus olusumundan dolayi,
ikinci bir deneme kurulmustur. /n vitro fideciklerden alinan siirgiin ucu eksplantlart farkli konsantrasyonlarda (0, 0.125, 0.25, 0.5 ve
1.0 mg/L) 6-Benzilaminopiirin (BAP) igeren B5, Murashige ve Skoog (MS) ve Woody Plant Medium (WPM) besin ortamlarina
transfer edilmislerdir. En iyi siirgiin rejenerasyon orani (%100) 0.25 veya 1.0 mg/L BAP ilave edilmis WPM ve 0.25 mg/L BAP ilave
edilmis MS besin ortamlarindan elde edilmesine ragmen, BAP igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin uglar1 yiiksek kallus
rejenerasyonu Uretmiglerdir. BAP igeren besin ortamlarinin aksine, WPM besin ortaminda, siirgiin ve kok gelisimi ayn1 anda
gerceklesmis ve saglikll ve iyi gelismis bitkiler elde edilmistir. I vitro siirglinler en iyi (%71.11) WPM besin ortaminda kéklenmistir.
Biitlin bitkicikler basarili bir sekilde aklimatize edilmistir. Bdylece, M. sativa’nin Kalender gesidi i¢in etkili bir in vitro ¢ogaltim
protokolii gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Medicago sativa L., Kalender, in vitro ¢ogaltim, meristem, siirgiin ucu, nod

Effect of Different Media, Cytokinins and Explant Types on In vitro
Propagation of Alfalfa (Medicago sativa L.) cultivar ‘Kalender’

Abstract

Medicago sativa L. is one of the most important forage crops cultivated all over the world. In vitro propagation of some M. sativa
cultivars has been studied earlier; however, it is highly cultivar dependent and necessary to develop different in vitro propagation
procedures for each cultivar. So far, in vitro propagation of alfalfa ‘Kalender’ cultivar has not been reported. In this study, the effects
of different basal media, cytokinins and explant types on in vitro propagation of alfalfa cultivar ‘Kalender’ were investigated. Initially,
different explants types (meristem, shoot tip and node) excised from in vitro seedlings were culture on Gamborg medium (B5)
containing different concentrations of kinetin (1.0 and 2.0 mg/L) to induce shoot regeneration. Besides high shoot regeneration rates
(57.78% - 93.33%), high callus regeneration rates (82.22% — 93.33%) were also observed. Because of high callus formation, second
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experiment was conducted. Shoot tip explants excised from in vitro seedlings were transferred on B5, Murashige and Skoog (MS) and
Woody Plant Medium (WPM) supplemented with different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP) (0, 0.125, 0.25, 0.5, and 1.0
mg/L). Although, the best shoot regeneration rate (100%) was obtained on WPM supplemented with 0.25 or 1.0 mg/L BAP and MS
supplemented with 0.25 mg/L BAP, shoot tips cultured on BAP-containing media produced high callus regeneration. In contrast to
BAP-containing media, on WPM medium, the development of shoots and roots occurred simultaneously and healthy and well-
developed plantlets were obtained. In vitro shoots rooted best (71.11%) on WPM. All plantlets were successfully acclimatized. Thus,
an efficient in vitro propagation protocol for M. sativa L. cultivar ‘Kalender’ was developed.

Keywords: Medicago sativa L., Kalender, in vitro propagation, meristem, shoot tip, node

1. Giris

Fabaceae (Leguminosae) familyasina ait olan ve “yem bitkilerinin kraligesi” olarak bilinen Medicago sativa L. diinya capinda
iliman bolgelerde, 30 milyon hektardan daha fazla bir alanda yetistirilen temel ¢ok yillik baklagillerden biridir (Elgi, 2005; Acharya
ve ark., 2020; Li ve ark., 2020; Tucak ve ark., 2020). Akdeniz’den Orta Asya’ya kadar yayilis gdsteren Medicago cinsi 87 tiir
icermektedir (Steele ve ark., 2010). Taksonomistler tarafindan Tiirk¢e bilimsel ismi “karayonca” olarak adlandirilan (Giiner ve ark.,
2012) M. sativa, ayrica “yonca”, “adi yonca” (Gengkan, 1983; Soya ve ark., 2004) veya “yaygin yonca” (Avcioglu ve ark., 2009)
adlarryla da taminmaktadir. iklim ve bdlgelere bagl olarak 4-30 yil yasayabilmektedir. Leguminosae (Baklagiller) familyasindan olan
yem bitkileri havanin serbest azotunu koklerinde bulunan azot bakterileri (Rhizobium sp.) aracilifi ile topraga gecirmekte ve topragi
azotga zenginlestirmektedir (Soya ve ark., 2004). Baklagiller, bu simbiyotik azot fiksasyon kapasitelerinden dolay: siirdiiriilebilir
tarim sistemlerinin 6nemli bilesenleridir (Bhattarai ve ark., 2018). Topraga en ¢ok azotu ¢ok yillik bir yem bitkisi olan yonca
saglamaktadir ve ham protein (%17.9), kiil (%9.2), yag (%1.9), nisasta (%38.8) ve ham seliiloz (%32.2) igerikleri bakimindan diger
yem bitkilerine oranla daha zengindir (Soya ve ark., 2004). Toprak verimliligi ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi, kok sistemi
sayesinde su kaybinin ve toprak erozyonunun etkili bir sekilde onlenmesi, iklim degisikligi etkilerinin hafifletilmesi, yeralti suyu
nitrat kirliliginin, fosil yakit tiiketiminin, sera gazi emisyonlarinin vb. azaltilmasi gibi ¢ok sayida tarimsal ve cevresel avantaji
nedeniyle degerli bir {irtindiir (Tucak ve ark., 2020; Wu ve ark., 2020; Zhao ve ark., 2020).

M. sativa dncelikli olarak hayvan yemi olarak kullanilmaktadir ve en yiiksek kaliteli yemlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Tucak ve ark., 2020). Bu geleneksel kullanimina ek olarak yiiksek lignoseliilozlu gévde kisimlart son zamanlarda biyoyakit
hammaddesi olarak kullanilmaya aday gosterilmektedir (Kumar ve ark., 2012; Bhattarai ve ark., 2018; Pokoo ve ark., 2018; Wu ve
ark., 2020). Yiiksek proteinli M. sativa yapraklari, esansiyel aminoasitlerin bollugu ve hayvansal kolesterol icermemesi nedeniyle
insan tiiketimi i¢in iyi bir yiiksek kaliteli protein kaynag1 olarak kabul edilmektedir (Wu ve ark., 2020). Bu yiizden; sebze, garnitiir
veya gida besin takviyesi olarak bir tiir insan gida bileseni olarak da tiiketilmektedir (Li ve ark., 2020). Ayrica, M. sativa yapraklar1 ve
tohumlari; toz, tablet ve kapsiil formlar1 seklinde saglik marketlerinde yer almakta ve besleyici ve farmasotik 6zelliklerinden dolay1
geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir (Hadidi ve ark., 2020).

M. sativa, diger baklagiller gibi zengin bir fitoostrojen kaynagidir (Tucak ve ark., 2020). M. sativa' nin kimyasal bilesenleri
iizerine yapilan ¢aligmalarda; triterpenoid saponinler, flavonoidler, izoflavonoidler, alkaloidler, kumarinler, fenilpropanoidler, organik
asitler ve ucucu yaglar dahil olmak iizere bir dizi farkli bilesik izole edilmistir (Hadidi ve ark., 2020; Li ve ark., 2020). Ayrica, M.
sativa' nin, anti-enflamatuar, antioksidan, antifungal, insektisidal, allelopatik, hemolitik, immiinomodiilatér ve hafizay1 gelistirici
ozellikler gibi genis spektrumlu biyolojik 6zellikler gosterdigi bildirilmistir (Li ve ark., 2020).

M. sativa tiirtinde genetik transformasyon ¢aligmalart yogunlukta oldugundan, bu tiirde bitki rejenerasyonu ile ilgili yapilan daha
onceki ¢alismalarda ¢ogunlukla dogrudan veya dolayli somatik embriyogenez yoluyla bitki rejenerasyonu iizerinde durulmus ve bu
konuda birgok c¢alisma yapilmigtir (Stuart ve Strickland, 1984; Strickland ve ark., 1987; Mc Kersie ve ark., 1989; Song ve ark., 1990;
Denchev ve ark., 1993; Fuentes ve ark., 1993; Tian ve ark., 2002; Moltrasio ve ark., 2004; Gupta ve ark., 2006; Hoori ve ark., 2007;
Kumar ve ark., 2008; Zare ve ark., 2009; Amini ve ark., 2016). Bu nedenle, M. sativa somatik embriyogenezin iyi karakterize edildigi
tiirlerden biridir. Ancak bu rejenerasyon sisteminin yoncada kullanimini kisitlayict konularin baginda rejenerasyonun yiiksek oranda
genotipe bagli olmasi ve embriyogenezde genotipik varyasyonun yaygin bir fenomen olmasi gelmektedir (Wan ve ark., 1988a; Kumar
ve ark., 2008; Zare ve ark., 2009). Dogrudan rejenerasyonla karsilastirildiginda, doku veya organdan bir kallus fazindan sonra elde
edilen bitki rejenerasyonlarinda (dolayli rejenerasyon) somaklonal varyasyonla karsilasma olasilig1 artabilmektedir (Li ve ark., 2009).
Bu nedenle, dogrudan bitki rejenerasyonu genetik olarak benzer bitkiler iiretme imkan1 sundugundan rejenerasyon igin tercih edilen
bir yoldur (Kumar ve ark., 2008).

M. sativa tiirline ait baz1 ¢esitlerde farkli eksplant tipleri ve besin ortam igerikleri kullanilarak dogrudan rejenerasyon ¢aligmalari
yapilmig ve ¢esitlerin yapilan uygulamalara siirgiin rejenerasyonu agisindan tepkilerinin farkli oldugu rapor edilmistir (Ding ve ark.,
2003; Kumar ve ark., 2008; Li ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012; Orcen, 2013; Nofouzi ve ark., 2019). Bu durum, her bir ¢esit i¢in
farkl bir in vitro rejenerasyon prosediiriiniin gelistirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Sahil kesiminde ekilebilen, soguklardan
zarar gormeyen ve {ilkemize ait bir M. sativa ¢esidi olan Kalender’in in vitro rejenerasyonu ve ¢ogaltimi iizerine herhangi bir ¢alisma
ile karsilagilmamigtir. Bu ylizden ¢alismamizda, in vitro kosullarda farkli eksplant kaynaklari, temel besin ortamlart ve bitki biiyiime
diizenleyicileri kullanarak Kalender ¢esidinin in vitro rejenerasyon tepkisinin 6l¢iilmesi ve bu ¢esidin in vitro ¢ogaltimi i¢in uygun bir
protokoliin olusturulmasi amaglanmustir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Bitkisel Materyal

Neobi Tohumculuk A.S. firmasi tarafindan temin edilen, firma adina tescilli “Kalender” cesidine ait tohumlar baglangic
materyali olarak kullanilmistir (Sekil 1). Tohumlar yiizey sterilizasyonundan sonra kiiltiire alinmis ve ¢imlenen tohumlardan elde
edilen in vitro fidecikler in vitro ¢ogaltim ¢aligmalari i¢in eksplant kaynagini olusturmustur.

Sekil 1. Calismada kullanilan ‘Kalender’ yonca ¢esidi tohumlari (bar=1.0 cm)

2.2. Tohum Sterilizasyonu

Tohumlar, oncelikle sabunlu su ile iyice yikanmig ve akan ¢esme suyu altinda 30 dakika siiresince durulanmiglardir. Ardindan
%70’1ik etil alkolde 1 dakika ve daha sonra igerisinde 2 damla Tween-20 bulunan %?2’lik ticari sodyum hipoklorit (NaOCI)
soliisyonunda 25 dakika siiresince c¢alkalanmislardir. Bu islemlerin ardindan 4 kez steril saf suda ¢alkalanan tohumlar, steril filtre
kagidi iizerine birakilarak fazla sularindan arindirilmislardir.

2.3. Tohumlarin In vitro Ortamda Cimlendirilmesi

Sterilizasyonu yapilan tohumlar, igerisinde 10 mL yar1 kati besin ortami bulunan kiiltiir tiiplerine (23/24 x 140 mm, Lab
Associates b.v., Oudenbosch, The Netherlands) aktarilmislardir. Besin ortami olarak, 30 g/L siikroz ilave edilmis ve 7 g/L plant agar
(Duchefa Biochemie B.V., The Netherlands) ile katilagtirilmis BS (Gamborg ve ark., 1968) kullanilmistir (pH 5.8). Kiiltiirler 16 saat
aydinlik /8 saat karanlik fotoperiyotta, 4000 liiks 151k siddetinde ve 2642 °C sicaklikta muhafaza edilmislerdir.

2.4. In vitro Cogaltim Denemeleri

2.4.1. Farkl Eksplant Tipleri ve Kinetin Konsantrasyonlarinin Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Tohumlarmn kiiltiire alinmasindan iki hafta sonra gelisen in vitro fideciklerden (Sekil 2a, b, c); meristem (0.1-0.2 mm), 4-6
yaprak taslagi i¢eren siirgiin ucu (0.6-0.8 mm) ve iki nodlu eksplantlar izole edilerek 1.0 veya 2.0 mg/L kinetin igeren B5 besin
ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Besin ortamlarina 30 g/L siikroz ilave edilmis ve 7 g/L plant agar ile katilastirilmistir (pH 5.8).
Meristem kiiltiirleri, igerisine “M” seklinde filtre kagidindan kdprii yapilan ve 10 mL s1vi ortam ilave edilen kiiltiir tiiplerine, siirgiin
ucu ve nod kiiltiirleri ise igerisinde 10 mL yar1 kat1 besin ortami bulunan kiiltiir tiiplerine aktarilmislardir. Siirgiin ucu (Sekil 2d) ve
meristem (Sekil 2e, f) eksplantlarinin izolasyonu stereo mikroskop altinda (Olympus SZX7, Tokyo, Japan) gergeklestirilmistir.
Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak kurulmus ve her bir tekerriirde 15 adet eksplant kullanilmistir. Kiiltiirler 16 saat aydinlik /8 saat
karanlik fotoperiyotta, 4000 liiks 151k siddetinde ve 26+2 °C sicaklikta bekletilmislerdir.
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Sekil 2. In vitro kosullarda ¢imlendirilmis 2 haftalik in vitro ‘Kalender’ yonca ¢esidi fideciklerinden stereo mikroskop altinda
slirgiin ucu ve meristem eksplantlarinin asama asama izolasyonu

2.4.2. Farkli Besin Ortami Kompozisyonlart ve BAP Konsantrasyonlarimin Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Siirgiin rejenerasyonu i¢in, tohumlarin kiiltiire alinmasindan bir hafta sonra gelisen in vitro fideciklerin yaklasik 1 cm
uzunlugundaki siirgiin uclar1 eksplant olarak kullanilmistir (Sekil 3). Bu siirgiin ucu eksplantlari, igerisine farkli konsantrasyonlarda
(0.125, 0.25, 0.5 veya 1.0 mg/L) 6-Benzilaminopiirin (BAP), 30 g/L siikroz ilave edilmis ve 7 g/L plant agar ile katilastirilmig (pH
5.8) MS (Murashige ve Skoog, 1962), BS (Gamborg ve ark., 1968) veya WPM (Lloyd ve McCown, 1980) besin ortamlarinda kiiltiire
almmuglardir. Her bir kiiltiir tiiptine 10 mL besin ortami paylagtirilarak eksplantlar bu kiiltiir tiiplerine transfer edilmislerdir.
Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve her bir tekerriir icin 15 adet eksplant kullanilmistir. Kiiltiirler 16 saat aydinlik /8
saat karanlik fotoperiyotta, 4000 liiks 151k siddetinde ve 26+2 °C sicaklikta saklanmislardir.

Sekil 3. In vitro kosullarda ¢imlendirilmis 1 haftalik in vitro ‘Kalender’ yonca ¢esidi fideciklerinden alinan yaklagik 1 cm
boyutunda siirgiin ucu eksplanti

2.5. In vitro Koklendirme

Koklenme igin yaklasik 2 cm uzunlugundaki in vitro siirgiinler 10 mL WPM besin ortami igeren kiiltiir tiiplerine aktarilmiglardir.
Besin ortamlarina 30 g/L siikroz ilave edilmis ve 7 g/L plant agar ile katilastirilmistir (pH 5.8).

2.6. Aklimatizasyon

In vitro kosullarda koklendirilen 50 adet bitkicigin aklimatizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla, kiiltiir kabindan ¢ikarilan
bitkiciklerin oncelikle kokleri zarar gérmeyecek sekilde su ile yikanarak {izerindeki besin ortami ve agar kalintilari uzaklastirilmusgtir.
Bitkicikler daha sonra igerisinde 1:1 oraninda vermikiilit ve perlit karigimini igeren kiigiik saksilara dikilmislerdir. Dis kosullara
alistirmadan once, kontrollii kosullar altinda, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 26+2 °C sicaklikta muhafaza
edilmislerdir. Aktarildiklar1 ilk giin nemlerini kaybetmemeleri igin iizerleri seffaf naylon posetlerle ortiilmiistiir. ikinci giin nem
oraninin azaltilmasi igin posetlere havalandirma delikleri agilmistir. Uciincii giinden itibaren, giinde yaklasik 2 saat iizerlerindeki
posetler ¢ikarilarak, hem bitkiler havalandirilmis, hem de sulanmislardir. Besinci giinde ise naylon posetler tamamen ¢ikarilmstir.

2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore Ui¢ tekerrirlii olarak kurulmustur. Calismadan elde edilen veriler, MINITAB
istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel olarak uygulamalar arasindaki farkliliklar Tukey testine gore 0.05 hata
sinirt esas alinarak karsilagtirilmis ve farkli harflerle ifade edilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. In vitro Cogaltim Denemeleri
3.1.1. Farkli Eksplant Tipleri ve Kinetin Konsantrasyonlarinin Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Farkli eksplant tipleri ve kinetin konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkilerini belirlemek amaciyla, in vitro
kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen in vitro fideciklere ait ii¢ farkli eksplant, iki farkli konsantrasyonda (1.0 veya 2.0
mg/L) kinetin i¢eren B5 besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. In vitro ¢ogaltimda eksplant kaynagi olarak apikal ve aksiller
meristemler, siirgiin uglar1 veya nodal eksplantlarin kullanilmasi genotipin korunmasina ve ismine dogru bitkiler iiretilmesine olanak
saglamaktadir. Ciinkii meristem dokularinin genotip bakimindan stabil oldugu bilinmektedir (Emiroglu ve Giirel, 2005; Faisal ve ark.,
2007; Rock-Okuyucu ve ark., 2016). Bu yiizden eksplant tipi olarak; meristem, 4-6 yaprak taslakli siirgiin ucu ve iki nodlu eksplantlar
kullanilmistir. Dért hafta sonunda, yapilan uygulamalarin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri belirlenmistir. Istatistiki agidan,
kullanilan kinetin konsantrasyonu ve kinetin konsantrasyonu * eksplant tipi interaksiyonunun siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi
o6nemli bulunmazken (p>0.05), eksplant tipi dnemli bulunmustur (p<0.01) (Tablo 1). En yiiksek siirgiin rejenerasyonu (%93.33) 1.0
veya 2.0 mg/L kinetin iceren yar1 kat1 BS besin ortamlarinda kiiltlire alinan nod eksplantlarinda gézlenmistir, bunu yine 1.0 veya 2.0
mg/L kinetin igeren yar1 kat1 BS besin ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlar1 takip etmistir (Tablo 1). Kiiltiire alindiktan
dort hafta sonra her {i¢ eksplant tipinde de yogun kallus rejenerasyonlar1 gozlendiginden kallus rejenerasyon oranlar1 da belirlenmistir.
Kallus rejenerasyon oranlart %82.22 ile %93.33 arasinda degisim gostermis, kinetin konsantrasyonu, eksplant tipi ve kinetin
konsantrasyonu * eksplant tipi interaksiyonu istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1. Farkli Konsantrasyonlarda Kinetin I¢eren BS Besin Ortamlarinda Kiiltiire Aliman Ug Farkl Eksplant Tipinde Gozlenen
Kallus ve Siirgiin Rejenerasyonu Oranlari (%)

Besin ortam tipi I((nlqrgstlr; Eksplant tipi Kallus r(t:)]/:)nir;.sgfm orani | Siirgiin zg/‘l:;n::rszt;ion orani
Sivi B5 1.0 Meristem (~0.1-0.2 mm) 82.22+4.45 62.22+8.01b
Sivi B5 2.0 Meristem (~0.1-0.2 mm) 91.11 +5.88 5778 +5.88b
Yari1 Kat1 BS 1.0 Siirgiin Ucu (~0.6-0.8 mm) 84.44 + 5.88 84.44 + 5.88 ab
Yari1 Kat1 BS 2.0 Siirgiin Ucu (~0.6-0.8 mm) 84.44 + 8.89 80.00 &+ 6.67 ab
Yar1 Kat1 BS 1.0 Nod 93.33 £6.67 93.33+£6.67 a
Yar1 Kat1 B5 2.0 Nod 93.33 £ 0.00 93.33+£0.00 a
ANOVA Tablosu

Kinetin konsantrasyonu (KK) o) o)
Eksplant tipi (ET) o) **
KK*ET 0 0

Ayni siitunda, ayni harf grubuna giren ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli degildir. *: P<0.05 diizeyinde
onemli, **: P<0.01 diizeyinde 6nemli, O: Onemsiz, SH: Standart Hata

Kinetinin; mitoz, sitoplazma bdliinmesi, toplam protein sentezi, lignin biyosentezi, vaskiiler farklilasma, protoplastidlerden olgun
kloroplastlarin farklilagmasi gibi durumlart etkileyerek kallus ¢cogaltimini ve rejenerasyonunu arttirdigi rapor edilmistir (Wan ve ark.,
1988b). Wan ve ark. (1988b) kinetinin, M. sativa’da kallus uyarilmasi, morfolojisi, histolojisi ve siirgiin rejenerasyonu olusturabilmesi
iizerine etkisini incelemislerdir. Kallus baglangi¢c ortaminda kinetinin varliginin kallus olusumunun baslamasini geciktirdigi, ancak
kallus hiicrelerinin bolinme ve farklilasmasini arttirdigi rapor edilmistir. Ayrica kinetin ilave edilmis besin ortamlarindan elde edilen
kalluslarin, bir rejenerasyon ortamina aktarildiklarinda bitkicige farklilasabilecek nitelikte meristematik bolgeler olarak kabul edilen
kompakt hiicre kiimeleri i¢erdigi rapor edilmistir. Calismamizda da, kinetin igeren besin ortamlarina aktarildiktan sonra meristem
eksplantlarinin 6ncelikle yaprak gelistirmeye basladiklari, ancak 4 hafta sonunda yaprak gelistirmeye baslayan eksplantlarin biiyiik bir
¢ogunlugunun kallusa doniistiigii ve ardindan siirgiin rejenerasyonunun gergeklestigi gozlenmistir (Tablo 1, Sekil 4).

Sekil 4. (a) Sivi ortama aktarildiktan 2 hafta sonra meristem eksplantindaki gelisme, (b) sivi ortama aktarildiktan 4 hafta sonra
meristem eksplantindaki gelisme, (¢) sivi ortama aktarildiktan 4 hafta sonra kallus olusturup ardindan siirgiin rejenerasyonu
gerceklestirmis meristem eksplanti

Siirglin ucu eksplantlarinin da yine ayni sekilde kinetin igceren besin ortamlarima aktarildiktan sonra kallus olusumuna
yonlendikleri (Sekil Sa) ve daha sonra siirgiin olusturduklar1 gézlenmistir (Tablo 1, Sekil 5b). Mroginski ve Kartha (1984) bizim
calismamizla paralel olarak M. sativa’nin Sabilt ¢esidinde, 0.2 mg/L naftalen asetik asit (NAA) iceren B5 besin ortaminda, 0.2-0.7
mm boyutlarindaki siirgiin uglarindan %54 oraninda, 2-4 mm boyutlarindaki siirgiin uglarindan %80 oraninda siirgiin rejenerasyonu
ve ayn1 zamanda bu siirglin rejenerasyonu ile birlikte yiiksek oranda kallus rejenerasyonu gozlemlemislerdir. Kumar ve ark. (2008)
bizim ¢aligmamizin aksine, LLC-3, Chetak ve RL-88 c¢esitlerinde siirgiin ucu eksplantlarindan, kinetin igeren (9.30, 13.95, 18.60 ve
23.25 uM) MS besin ortamlarinda dogrudan siirgiin elde etmislerdir. Bizim g¢alismamizda ise 2 mg/L kinetin igeren B5 besin
ortaminda kiiltiire alian 45 siirgiin ucu eksplantindan sadece 2’sinin kallus olusturmadan dogrudan siirgiin gelistirdigi gozlenmistir
(Sekil Sc). Bu siirgiinler, ayn1 ortamlarinda altkiiltiire alindiginda gelisimlerine devam etmemistir. M. sativa tiiriinde cesitlerin, in vitro
kosullarda yapilan uygulamalara farkl tepkiler verdigi daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir. Bizim ¢alismamiz ile Kumar ve ark.
(2008) arasindaki farklilik; kullanilan gesit, temel besin ortami ve kinetin konsantrasyonlarindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 5. Siirgiin ucu eksplantindan: (a) kallus rejenerasyonu, (b) dolayl: siirgiin rejenerasyonu, (c) dogrudan siirgiin rejenerasyonu

Her iki kinetin konsantrasyonunda da nod eksplantlarinin %93.3ii hem kallus, hem de siirgiin rejenerasyonu olusturmustur
(Tablo 1, Sekil 6). Tiim eksplant tiplerinden gelisen siirgiinlerin genellikle ciliz, kisa boylu, internod aralar1 kisa ve bazilarinin ¢alimsi
formda oldugu gozlenmistir (Sekil 6). Dolayistyla bu siirgiinler in vitro ¢cogaltimin devam ettirilmesi i¢in uygun bulunmanmuslardir.

Sekil 6. Nod eksplantlarindan gelisen kisa boylu, kisa internod aral1 ve ¢alims1 formda siirgiin rejenerasyonlar1 ve kallus
rejenerasyonlari

3.1.2. Farkl besin ortami kompozisyonlari ve BAP konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Genellikle kallus olusumu ile genetik kararsizlik riski birbiri ile iliskilendirilmektedir. Diger bir deyisle, kallus dokusundan olusan
ve ¢ogalan adventif siirgiinlerden meydana gelen bitkilerde genetik kararlilik genellikle bir problem olusturmaktadir. Bu nedenle, bu
tehlikeden kaginmak i¢in, dogrudan siirgiin rejenerasyonu tercih edilmektedir (Cheyne ve Dale, 1980). Daha 6nceki denemelerimizde
gbzlenen yogun kallus olusumunun hem kullanilan eksplant tipleri, hem de temel besin ortami ve kinetinden kaynaklandigi
distiniilerek, dogrudan siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla eksplant tipi ve kullanilan sitokinin tipi degistirilmis ve farkli temel
besin ortamlari incelenmistir. Bu amagla, in vitro kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan gelisen in vitro fideciklere ait yaklagik 1 cm
uzunlugundaki siirgiin uglari, igerisinde farkli konsantrasyonlarda (0.125, 0.25, 0.5 veya 1.0 mg/L) BAP igeren ii¢ farkli temel besin
ortaminda (MS, B5 ve WPM) kiiltiire alinmislardir.

Istatistiki agidan, kullamilan ii¢ farkli temel besin ortami ve besin ortami * BAP konsantrasyonu interaksiyonunun siirgiin
rejenerasyon orani lizerine etkisi dnemsiz bulunurken (p>0.05), BAP konsantrasyonunun etkisi istatistiki agcidan 6nemli bulunmustur
(p<0.01) (Tablo 2). En yiiksek siirgiin rejenerasyon orant (%100) 0.25 mg/L BAP igeren WPM, MS ve 1.0 mg/L BAP i¢ceren WPM
besin ortamlarinda kiiltiire alinan stirgiin ucu eksplantlarindan elde edilmistir. Yapilan uygulamalarda genel olarak %77.78 ile %100
arasinda degisen miktarlarda yiiksek oranlarda siirgiin rejenerasyonu gergeklesmistir (Tablo 2). Farklt M. sativa gesitlerinde yapilan
daha Onceki in vitro rejenerasyon ¢aligmalarinda, kullanilan gesitlere ve yapilan uygulamalara gore degisen siirgiin rejenerasyon
oranlar1 rapor edilmistir. Ding ve ark. (2003) 16 M. sativa ¢esidine ait tohumlardan elde ettikleri kotiledon eksplantlarin1 5 pM
thidiazuron (TDZ) + 0.5 pM NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire almislar ve ¢esitler arasinda %33 - %85 arasinda degisen
oranlarda dogrudan siirgiin rejenerasyon oranlar elde etmislerdir. Kumar ve ark. (2008) ii¢ M. sativa gesidine (LLC-3, Chetak ve RL-
88) ait 5-6 giinliikk in vitro fideciklerden aldiklari siirglin uclarini (kotiledon yapraklarinin kiigiik bir kismi ile hipokotil bolgesini
igeren) 12.6 uM BAP + 9.3 uM Kkinetin iceren MS besin ortaminda kiiltiire aldiklarinda, eksplant basina Chetak ¢esidinde “14 adet
stirglin”, RL-88 cesidinde “4 adet siirgiin” ve LLC-3 cesidinde “6 adet siirglin” elde etmislerdir. Siirgiin rejenerasyon oranlari
hakkinda bilgi verilmemistir. Eureka, WL-414, Empress, Derby, Sitel, Sanditi, Powerplant ve Pondus c¢esitlerine ait kotiledon nodlar1
(1-2 mm hipokotil segmenti igeren) 0-1.0 mg/L TDZ iceren modifiye MS (MS tuzlar1 + B5 vitaminleri) besin ortamlarinda kiiltiire
almmuiglardir. On giin sonunda kotiledon nodlarindan rejenere olan siirgiinler kesilerek farkli konsantrasyonlarda (0.01 — 0.1 mg/L)
TDZ igeren modifiye MS besin ortamlarina aktarilmislardir. Alt1 giin sonunda, yeni gelisen aksiller siirgiinler izole edilerek yatay ve
dikey olmak {iizere iki farkli sekilde farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda TDZ ve giimiis nitrat (AgNOs3) iceren modifiye MS
besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. On dort giin sonunda 0.025 mg/L TDZ + 3 mg/L AgNOs; igeren modifiye MS besin
ortaminda dikey olarak kiiltiire alinan eksplantlarda en yiiksek rejenerasyon orani elde edilmistir. Cesitler arasinda siirgiin
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rejenerasyon oranlart %63.8 - %82.5 arasindan degismistir (Li ve ark., 2009). Kumar ve ark. (2012) 2 mg/L TDZ + 1 mg/L 6-
Benziladenin (BA) iceren MS besin ortaminda kiiltiire aldiklar1 5 farkli ¢eside (Chetak, Co-1, LLC-3, RL-88 ve T-9) ait apikal
meristem (Smm kotiledon yapragi ve 3 mm hipokotil ile birlikte) eksplantlarindan %67 (LLC-3) ile %93 (Chetak) arasinda degisen
stirgiin rejenerasyon oranlar1 elde etmislerdir. Siirgiin rejenerasyonu dogrudan siirgiin rejenerasyonu seklinde gerceklesmistir. Orcen
(2013) Kayseri cesidine ait 15 giinliik in vifro fideciklerden izole ettigi yaklagik 1 cm boyutlarinda bes farkli eksplanti (ilk yaprak,
yaprak, epikotil, hipokotil ve apikal siirgiin ucu) 1, 3, 5 mg/L BA ve bunlara ilaveten 1 mg/L NAA iceren MS veya PC-L2 besin
ortamlarinda kiiltiire almistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyon oranini (%95) 5 mg/L BA + 1 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda
kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlarinda gézlemistir. Nofouzi ve ark. (2019) iki Tiirk yonca ¢esidinin (Nimet ve Savas) 10 giinliik in
vitro fideciklerinden izole ettikleri kotiledon nodlari, hipokotil ve kdk bogazi eksplantlarini farkli konsantrasyonlarda BAP, TDZ veya
BAP + indol-3-biitirik asit (IBA) kombinasyonlarini igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Kullanilan eksplant tiplerinden
sadece kotiledon nodlarindan basarili rejenerasyonlar gerceklesmistir. Her iki cesitte de kontrol ve farkli konsantrasyonlarda BAP
igeren MS besin ortamlarinda %100’¢ varan siirgiin rejenerasyon orani elde etmislerdir.

Mevcut ¢alismada siirgiin ucu eksplantlarinin bazal kisimlarinda kallus olusumlar1 da gézlendiginden kallus rejenerasyon oranlari
da belirlenmistir. Eksplantlarin kallus olusturma oranlar1 agisindan yapilan istatistiki degerlendirmede, kullanilan besin ortamlari,
BAP konsantrasyonu ve besin ortami * BAP konsantrasyonu interaksiyonunun énemli oldugu bulunmustur (p<0.01). En fazla kallus
olusum orani %100 ile 0.5 mg/L BAP iceren B5, 0.25 veya 1.0 mg/L BAP igeren WPM besin ortamlarindan elde edilmistir. Bu
ortamlar1 %97.78’lik kallus olusum orani ile 0.125 veya 1.0 mg/L BAP igeren B5 ve %95.55’1ik kallus olusum orani ile 0.125 veya
0.5 mg/L BAP igeren WPM besin ortamlari takip etmistir. Genel olarak BAP i¢ermeyen temel besin ortamlarinda kiiltiire alinan
eksplantlarda kallus olusum oranlari, BAP igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlara nazaran daha az olmustur. Temel
besin ortamlari igerisinde de MS, diger temel besin ortamlarina gore daha az kallus olusturmustur (Tablo 2). Bizim g¢alismamiza
benzer sekilde Kayseri ¢esidinde yapilan bir in vitro rejenerasyon calismasinda BA igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinan
eksplantlarda siirgiin rejenerasyonuyla birlikte kallus olusumlart da gézlenmistir (Orcen, 2013).

Elde edilen siirgiinlerin in vitro ¢ogaltim amaciyla kullanilabilmesi i¢in iyi goriiniimlii, sagliklt ve uzun boylu olmalarinin yani
stra, sik nodlu olmamalar1 da istenir. Bu 6zelliklere gore elde edilen siirgiin rejenerasyonlarindan in vitro ¢ogaltima uygun siirgiin
oranlart belirlenmistir. Kullanilan besin ortamlari, BAP konsantrasyonu ve besin ortami * BAP konsantrasyonu interaksiyonunun
¢ogaltima uygun siirgiin rejenerasyonu elde etmede istatistiki agidan énemli oldugu bulunmustur (p<0.01). In vitro ¢ogaltima uygun,
iyi goriiniimlii ve saglikl bitkiler en fazla % 60 oraniyla bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen WPM besin ortaminda kiiltlire alinan
eksplantlardan elde edilmistir (Sekil 7). Bu ortam %31.11°1ik oranla MS besin ortami ve %22.2°lik oranla B5 besin ortamlar takip
etmistir. Ozellikle BAP iceren besin ortamlarinda kiiltiire alnan eksplantlarda yogun kallus olusumlari ile birlikte in vitro cogaltim
i¢in uygun olmayan ciliz, kisa boylu ve ¢alims1 goriiniimlii stirgiin olusumlari gézlenmistir.

I

Sekil 7. In vitro gogaltima uygun ‘Kalender’ yonca gesidi bitkicikleri

Gozlemler sonucunda belirlenen eksplant boylar1 bakimindan yapilan istatistiki degerlendirmeye goére, besin ortamlari, BAP
konsantrasyonu ve besin ortami * BAP konsantrasyonu interaksiyonunun 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.01). Denemede kullanilan
besin ortamlari arasinda, ortalama 4.80 cm ile en uzun eksplant boyu bitki bitylime diizenleyicisi igermeyen WPM ortaminda kiiltiire
alman eksplantlardan elde edilmistir. Bu ortami 2.87 cm siirgiin boyu ile BAP icermeyen B5 ortami takip etmistir. Besin ortamlarina
BAP ilave edilmesiyle elde edilen siirgiin boylarinda azalmalar meydana gelmistir (Tablo 2). Daha 6nceki ¢alismalarda farkli M.
sativa gesitlerinde de bizim g¢alismamizda oldugu gibi sitokinin kullanilan besin ortamlarinda kisa boylu siirgiin olusumlar1 rapor
edilmistir (Li ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012; Orcen, 2013; Nofouzi ve ark., 2019). Bu durum, sitokininlerin genellikle siirgiin
uzamasini inhibe ederek, siirgiin ¢ogaltimini uyardig: seklinde agiklanmistir (Kumar ve ark., 2012).
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Olgiilen ortalama nod sayilar1 bakimindan yapilan istatistiki degerlendirmeye gore, kullanilan besin ortamlar1 (p<0.01), BAP
konsantrasyonu (p<0.05) ve besin ortam1 * BAP konsantrasyonu interaksiyonunun (p<0.05) 6nemli oldugu bulunmustur. Eksplant
basina en yliksek nod sayis1 3.80 adet ile WPM besin ortaminda kiiltiire alinan siirglin ucu eksplantlarinda belirlenmistir. Diger
ortamlar nod sayis1 bakimindan genel olarak istatistiki agidan ayn1 grupta yer almistir (Tablo 2).

Farkli besin ortami kompozisyonlar1 ve BAP konsantrasyonlarinin siirglin rejenerasyonu iizerine etkisinin arastirildigi bu
denemede bazi ortamlarda siirgiin rejenerasyonu ve koklenmenin es zamanli olarak gerceklestigi gozlenmistir (Sekil 7). Yapilan
istatistiki degerlendirmeye gore koklenme oranlart agisindan besin ortamlari, BAP konsantrasyonu ve besin ortami * BAP
konsantrasyonu interaksiyonunun 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.01). Buna gore; eksplant basina en yiiksek koklenme orani
%71.11 ile WPM besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlarinda saptanmistir. Bu ortam1 %37.78 oran ile BS ve %26.67
oran ile MS besin ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlari takip etmistir ve her iki ortam istatistiksel olarak ayni grupta yer
almistir (Tablo 2). M. sativa ile ilgili daha 6nce yapilan caligmalarda genellikle, in vitro siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in ek bir
koklendirme agamasina ihtiyag duyulmustur. Bu amagla farkli besin ortamlari kullanilmigtir: 2.0 mg/L indol asetik asit (IAA) igeren
MS besin ortamu (Pupilli ve ark., 1992); 1.2 uM IBA + 15 g/L sukroz igeren 1/2 MS besin ortami1 (Ding ve ark., 2003); 11.4 uM [AA
+ 2.0 g/L aktif karbon igeren MS besin ortami (Kumar ve ark., 2008); siirgiinleri 1 mg/L NAA igeren sivi MS besin ortamina 2 dakika
batirma ve daha sonra hormonsuz yar1 katt MS besin ortamina aktarma (Li ve ark., 2009); 2.0 mg/L NAA + 2.0 mg/L aktif karbon
iceren MS besin ortam1 (Kumar ve ark., 2012); 1 mg/L NAA iceren MS besin ortami (Orcen, 2013); 1 mg/L IAA i¢eren MS besin
ortamu1 (Nofouzi ve ark., 2019). Bunun disinda bizim ¢alismamizda oldugu gibi bazi ¢esitlerde bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen
temel besin ortamlarinda in vitro koklenme saglanmistir (Atanassov ve Brown, 1984; Sarul ve ark., 1995). Calismamizda kiiltiire
aldigimiz yaklasik 1 cm boyutlarindaki siirgiin ucu eksplantlari bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen WPM besin ortaminda hem bir
sonraki ¢ogaltim periyodu igin gerekli olan uzunlukta (4.80 cm) siirgiin ve sayida (3.80) nodlar vererek, hem de ayni zamanda kdk
gelistirerek bize in vitro gogaltim periyodunu kisaltma imkani sunmustur. Ayrica bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen bir in vitro
¢ogaltim prosediirii gelistirmek hem {iretim maliyetini azaltarak iiretimi daha etkili bir hale getirmekte, hem de somaklonal varyasyon
riskini azaltmaktadir (R6ck-Okuyucu ve ark., 2016).

Tablo 2. Farkli Temel Besin Ortamlar: ve BAP Konsantrasyonlarimn ‘Kalender’ Yonca (Medicago sativa L.) Cesidinin In vitro
Siirgiin Biiyiimesi Uzerine Etkileri

Besin .S“rg“" Kallus Cogaltr.'.ﬂayf Ortalama Ortalama Koklenme
BAP rejenerasyon . uygun siirgiin - o
ortami (mg/L) orani (%) + rejenerasyon orami (%) + siirgiin boyu nod sayisi oram (%0) £
tipi SH. oram (%) + S.H. SH. (cm) £ S.H. (adet) = S.H. S.H.
- 93.33+6.67ab | 66.67+3.85¢ 22.22+£222b | 2.87+0.31b 3.17+0.35ab | 37.78 £4.45b
0.125 9778 +£2.22 a 9778 £2.22 a 0.00+0.00c | 1.34+0.06 cd 2.13+£0.23b 0.00+0.00 ¢
B5 0.25 93.33+3.85ab | 88.89+4.44 ab 0.00+0.00c | 1.18+0.13d 1.89+022b 0.00+0.00 ¢
0.5 97.78+2.22a | 100.00 +0.00 a 0.00+0.00c | 1.20+0.07d 2.33+0.30 ab 0.00+0.00 ¢
1.0 97778 £2.22 a 9778 £2.22 a 0.00+0.00c | 1.53+0.23bed | 1.98+0.08b 0.00+0.00 ¢
- 88.89 + 5.88 ab 13.33+£3.85¢ 60.00+3.85a | 4.80+0.86 a 3.80+0.64a 71.11+4.44 a
0.125 97778 £2.22 a 95.55+2.22a 222+222¢ | 257+023bed | 3.29+0.08 ab 6.67+3.85¢
WPM 0.25 100.00+0.00a | 100.00 +0.00 a 6.67+385¢ | 237+0.14bed | 3.09+0.13 ab 6.67+0.00 c
0.5 9556 +444ab | 95.56+4.44a 0.00+0.00c | 1.75+0.28 bed | 2.42+0.33 ab 0.00+0.00 ¢
1.0 100.00+0.00a | 100.00 +0.00 a 0.00+0.00c | 2.06+021 bed | 2.49+0.52 ab 222+222¢
- 77.78 +4.45b 6.67+385¢ 31.11£4.44b | 2.79+0.04 bc 248+0.16 ab | 26.67+3.85b
0.125 95.56 +4.44ab | 35.55+2.22d 444+222¢ | 1.71+0.09bcd | 2.40+0.21 ab 222+222¢
MS 0.25 100.00 = 0.00 a 75.55+2.22 be 6.67+385¢ | 2.62+0.19bcd | 3.07+0.14 ab 222+222¢
0.5 97778 £2.22 a 48.89 £ 4.44 d 222+222¢ | 2.54+0.09bcd | 2.98+0.21 ab 0.00+0.00 ¢
1.0 91.11 +5.88ab | 42.22+2.22d 0.00+0.00c | 226+032bcd | 2.62+0.19 ab 0.00+0.00 ¢
ANOVA Tablosu
BAP
konsantrasyonu *x ** ** ** * *x
(BK)
Besin ortami d x ox x ox x
(BO)
BK * BO O ** ** ** * **

Ayni siitunda, ayni harf grubuna giren ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemli degildir. *: P<0.05 diizeyinde
onemli, **: P<(0.01 diizeyinde 6nemli, O: Onemsiz, SH: Standart Hata

3.2. In vitro Koklendirme

Kalender ¢esidinin bitkiciklerine ait yaklagik 2 cm uzunlugundaki siirgiinler, in vitro koklendirme i¢in bitki biiylime diizenleyicisi
icermeyen WPM ortamina aktarilmistir. Kiiltiire alindiktan 15 giin sonra siirgiin biiyiimesiyle birlikte kok olusumlar1 baglamistir. Elde
edilen koklii bitkicikler aklimatizasyon igin kullanilmislardir (Sekil 8).
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3.3. Aklimatizasyon

In vitro kosullarda koéklendirilen bitkiciklerden 6-10 cm uzunlugundaki 50 adet bitkicigin aklimatizasyonu yapilmistir. Topraga
aktarildiktan 10 giin sonra yapilan gézlemlerde, aktarilan 50 bitkicigin de canliliklarin1 devam ettirdikleri, yeni siirgiinler gelistirmeye
basladiklart goriilmiistiir (Sekil 8).

Sekil 8. In vitro’da siirgiinlerin koklendirilmesiyle elde edilen Kalender ¢esidine ait bitkiciklerin aklimatizasyonu: (a) ve (b)
Bitkiciklerin topraga aktarilmadan 6nceki goriintiileri, (¢) Nemini kaybetmemesi igin iizerine naylon poset gegirilmis bitkicik, (d)
Aklimatizasyonu yapilan bitkiciklerin genel goriintiisii, (¢) Topraga aktarildiktan 10 giin sonra bitkilerin genel gériintiisii, (f) ve (g)
Topraga aktarildiktan 10 giin sonra yeni siirgiin gelistirmis olan bitkiler

4. Sonuc¢

M. sativa’nin ‘Kalender’ ¢esidi icin etkili bir in vitro ¢ogaltim protokoli gelistirilmistir. Bu c¢alisma Kalender g¢esidinin in vitro
¢ogaltimu i¢in ilk niteligindedir. Elde ettigimiz sonuglara gore, kullanilan eksplant tipleri arasinda siirgiin ucu eksplantinin, temel besin
ortamlar1 arasinda WPM besin ortaminin in vitro ¢ogaltim i¢in en iyi oldugu bulunmustur. Besin ortamlarina Kinetin ve BAP ilave
edilmesi yiiksek oranda kallus olusumuna neden oldugundan in vitro ¢ogaltim igin uygun bulunmamistir. Dahasi, WPM besin
ortaminda, siirglin ve kok gelisimi ayn1 anda gergeklesmis ve saglikli ve iyi geligmis bitkiler elde edilmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicisi icermeyen WPM besin ortamindan elde edilen koklii bitkiciklerin hepsi basarili bir sekilde aklimatize edilmistir.
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