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Ozet

Bu c¢alismada soya fasulyesinin (Glycine max L. Merrill) Agrova SA88 c¢esidi kullanilarak, farkli BAP
konsantrasyonlarinin adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri arastirilmigtir. Uygulamalarda kullanilan
fideler in vitro kosullarda ¢imlendirilmistir. Cimlendirilen fidelerden alinan gévde ucu, bogum, yaprak, petiyol,
kok, kotiledon ve hipokotil eksplantlari Murashige ve Skoog (MS) ortaminda farkli konsantrasyonlarda Benzil
Amino Piirin (BAP) ile muamele edilmistir. Eksplantlara uygulanan BAP’1n 2 ve 3 mg/I konsantrasyonlarinda en
iyi adventif siirgiin rejenerasyonu gézlenmistir. Adventif siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in Naftelen Asetik Asit
(NAA) ve indol-3-biitirik asit (IBA) uygulanmis ve 2 mg/l IBA’ nin kék gelisimini uyarmada en etkili Bitki
Biiyiime Diizenleyicisi (BBD) oldugu saptanmustir. Gévde gelisimi ve koklendirilmesi tamamlanmg siirgiinler
gelisimini devam ettirebilmeleri i¢in BBD igermeyen MS ortamina aktarilmistir. Olgunlagan bitkiler daha sonra
saksilara transfer edilerek saglikli fideler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzilaminopiirin (BAP), Soya Fasulyesi, Adventif kok ve Siirgiin

Effects on Adventitious Shoot Regeneration of Different BAP
Concentrations in Soybean (Gl/ycine max L. Merrill)

Abstract

Micropropagation of soybean (Glycine max L. Merrill); strain Agrova SA88 was investigated Seeds were
surface sterilized and grown in vitro. The shoot tip, nod, leaf, petiole, root, cotyledon and hypocotyl explants
from seedlings were incubated in Murashige and Skoog (MS) medium with different concentrations of Benzyl
Amino Purine (BAP). 2-3 mg/l BAP was found to be most influential on adventitious shoot regeneration in
soybean among the applications, The grown stem on explants were separated and incubated in MS medium with
the Plant Growth Regulators (PGR)s of Naphthalene acetic acid (NAA) and Indole-3-butyric acid (IBA) 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 aclimatised in
pots and mature plants were provided.

Key words: Benzyl amino purine (BAP), Soybean, Adventitious Shoot and Root

1. Giris

Guniimiizde insanoglunun karsilastigi en
biiyiik sorun, artan niifusun beslenmesidir. Bu
amagla kiiltiir bitkilerinin 1slahi iizerinde binlerce
yildan beri calisilmakla birlikte, {riinlerdeki
nicelik ve nitelik artisi, ancak son 50 yilda
gelistirilen 1slah yontemleri ve uygun yetistirme
tekniklerinin modern teknolojiyle birlesmesi
sonucunda ger¢eklesebilmistir. Islah edilmis
kiltir ~ bitkilerinin, yabani formlariyla
karsilastirildiklarinda birgok mantar, bakteri ve
viriis hastaliklar ile zararlilara kars1 daha duyarh

oldugu, bu durumun genelde uygulanan islah
yontemlerinin  eksikliginden  kaynaklandigi
goriilmiistiir. Islah programlarinda, seleksiyon
caligmalarinda tirlin kalitesi ve miktar1 gibi
ozellikler 6n planda tutuldugundan, hastalik ve
zararlilara karsi dayaniklillk her zaman ikinci
planda kalmistir [1]. Yillardan beri bitkiler,
hastalik ve zararlilarin  saldirilarina  karsi
kimyasal ilaglarla korunmus, ancak kullanilan bu
ilaglarin ayrigsmadan uzun siire kalabilmeleri
insan, hayvan ve ¢evre saglig1 agisindan giderek
artan bir endise kaynagi haline gelmistir.
Kimyasal ilaglar genelde mantarlara karst etkili
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olmakla birlikte, virlis, viroid, ve Dbakterilere
kars1 yetersiz kalmaktadir. Bu durum kiiltiir
bitkilerini hastalik ve zararlilardan korumak i¢in
alternatif 1slah yontemlerinin gelistirilmesini
zorunlu kilmaktadir [2]. 20. yilizyilin baslarina
kadar smirli bir {retime sahipken bugilin
diinyanin en oOnemli bitkisel protein ve yag
kaynagi haline gelen soya fasulyesi (Glycine
max. L. Merrill) bitkisinin, boylesine 6nemli bir
tarimsal {rtin haline gelmesinde, siireklilik
gosteren bir 1slah dongiisii icerisinde mevcut
genotiplerin genetiksel agidan iyilestirilmesi
anahtar rolii oynamustir. Zengin oranda besin
maddeleri igeren tohumlar itibariyle beslenme
ve endiistride dnemli bir yeri oldugundan bir¢ok
iilkede yetistirilmektedir. Anavatani Cin ve
Mangurya’dir [3]. Diinyada en ¢ok soya
fasulyesi yetistiren iilkeler siras1 ile ABD, Cin,
Rusya, Brezilya, Endonezya, Kore, Japonya ve
Kanada’dir. Avrupa’da Romanya ve Tiirkiye
onemli Olglide soya yetistiren iilkelerdendir.
Soya, bitki gelisimi, verim ve kalite acgisindan
ekolojik kosullara tepkisi oldukga yiiksek olan
kiiltiir bitkilerindendir. Ozellikle giin uzunlugu,
soya g¢esitlerinin adaptasyon alanlarin1 dar bir
kusak  icerisine  smnirlamaktadir.  Yapilan
calismalarda soya fasulyesinin farkli olgunlagma
grubuna giren g¢esitlerin  performanslarinin
bolgelere gore degistigi gibi bir bolgede ayni
olgunlagma  grubu igerisindeki  ¢esitlerin
gostermis oldugu performanslarin da farkh
oldugu goriilmektedir [4]. Soya, 6nemli bir besin
kaynagidir. Tohumu yiiksek oranda ham protein
icermektedir. Bu protein, kolay sindirilen
proteinlerdendir. En ¢ok cholin, pantothenic asit,
niacin, thiamine, riboflavin, inositol, vitamin E,
vitamin K igermektedir. Soya A vitamini ve B
grubu vitaminlerinin de kaynagidir [5]. Soyanin
beslenme ve yag eldesi adina 6nemi, 1940’lara
kadar anlagilamamistir. 1940’lardan sonra soya
yetistiriciligi ve genetigi lizerinde Amerika’da
yogun arastirmalar baslatilmstir [6]. Oyle ki
asir1 yaglh besinlerle kolesterol yiiklemesi yapan

Amerikalilar  kurtulusu soya fasulyesinde
aramiglardir. Yapilan arastirmalar ile soya
fasulyesinin  kolesterolii  diisiirdiigli, gogis

kanserini Onledigi ve kemikleri giiclendirdigi
tespit edilmistir. Soya fasulyesinin {iriin verme
stiresi tohumdan itibaren yaklagik olarak 120
giindiir [7]. Bu siire kisa zamanda {iriin elde
etmek isteyenler i¢in olduk¢a uzun bir siiredir.
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Doku Kkiiltiirii  ortaminda bu siire kullanilan
yonteme  baglhi olarak 2 aya kadar
diisiiriilebilmektedir. Soya fasulyesi ile kiiltiir
ortaminda yapilan g¢aligmalar 6zellikle somatik
embriyo tlizerinde yogunlagmistir. Rajasekaran
ve Pellow [8] soya bitkisinin epikotil ve
tohumdan gelisen ilk yapraklarindan somatik
embriyo elde etmislerdir. En iyi sonu¢ MS
ortaminda 2,4-D ile elde edilmistir. Jank [9] siv1
kallus kiiltiiriinden somatik embriyo elde
etmiglerdir. Soya fasulyesinde organogenez
caligmalar1 da yapilmigtir. Write [10] Glycine
max. iizerinde yaptiklari organogenez
calismalarinda MS ortaminda BA kullanarak
nodlardan tomurcuk ve govde etmistir. Yapilan
bir baska c¢alisma da ise soya bitkisinin
hipokotilleri kullanilarak adventif kok tiretimi
basarilmigtir [11]. Kim ve arkadaglari1 [12] oksin
ve sitokininlerin soya fasulyesi organogenezisi
iizerine etkilerini arastirmislardir. Yine soya
fasulyesi  iizerinde  yapilan  organogenez
calismalarinda White Hilum besi ortaminda TDZ
ve BA kullanilarak kotiledon nodlari iizerinde
tomurcuk olusumlart gdzlenmistir. Rejenere
edilen  tomurcuklar ~ hormonsuz  ortamda
koklendirilmistir [13]. Bu g¢alismada ekonomik
ve besin degeri yiiksek olan soya fasulyesinin
adventif siirglin rejenerasyonu iizerine BAP’mn
farkli konsantrasyonlarinin etkisi tespit edilmeye
calisilmistir. Bu konuda olduk¢a 6nemli sonuglar
ve ipuglart elde edilmistir. Soya fasulyesinin
doku kiiltiirinde klonal ftretiminin ekonomik
boyutlara ulagmasi ve ticari sekle
donistiiriilebilmesi i¢in daha yogun ve kapsaml
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali

Bu caligmada soya fasulyesi (Glycine max
L. Merrill) bitkisinin Agrova SA88 cesidi
kullanilmigtir. Soya fasulyesi tohumlari Adana
Tarim i1 Miidiirliigiinden temin edilmistir.

2.2. Sterilizasyon

Kullanilan petri, erlen gibi cam malzemeler
ile pens, bistiiri gibi ekipmanlar ve ¢alismada
kullanilmis olan Murashige ve Skoog, (Duchefa,
Netherland) besin ortami 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C de farkli siirelerde tutularak
sterilizasyonu saglanmistir. Saglam olarak
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secilen soya fasulyesi tohumlar1 6nce 5 dk steril
saf su igerisinde bekletilmis. Buradan alinan
tohumlar ilk 6nce %70’lik etanol igerisinde 30
sn, ardindan %70 lik ticari ¢amagir suyu (ACE-
Tiirkiye, %5 NaOCl) igerisinde 15 dakika
tutulmustur. Bu asamadan sonra soya tohumlari
steril saf su ile 3 kez durulanarak, otoklavlanmis
kurutma kagitlarnn ilizerinde kurutulmustur.
Hormonsuz besin ortamlarina her erlene 3 adet
soya tohumu gelecek sekilde ekim yapilarak bu
ortamlarda ¢imlendirilmistir.

2.3. Bilyiime Ortamlari ve Kiiltiir Kosullari

Denemelerde Murashige ve Skoog (MS)
besin ortami kullanilmigtir. Bu ortamlar igerisine
%3 sakaroz ilave edilmis ve % 0.8 agar (Sigma)
ile katilagtirilmistir. Ortam hazirlandiginda cift
distile saf su kullanilmis olup, besin ortaminin
pH’s1 1M NaOH ve 1M HCI kullanilarak 5.8 e
ayarlanmustir.

2.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
Calismada kullanilan BAP, Sigma Aldrich

sirketinden temin edilmistir. BAP uygun
coziiciilerde c¢ozdiiriildiikten sonra istenilen
miktarda ve oranda stok  soliisyonlar1

hazirlanmigtir. Hazirlanan BAP stok soliisyonlari
4°C de saklanmustir.

25. In Vitro’dan Elde Edilen
Fidelerinden Eksplant izolasyonu

In vitro ortamda steril olarak yetistirilen
soya fidelerinden gdvde ucu, bogum, hipokotil,
kok ve petiyol eksplantlart 1 cm uzunlugunda
kesilerek rejenerasyon ortamina aktarilmstir.
90x15 mm steril petri kutularinda MS ortaminda
uygun BBD konsantrasyonlari eklenerek 16/8
1s1k/karanhik fotoperyodun da 500 pmolm?sec™
floresans 1siklandirmasinda iklim dolabinda
(Fitotron, Sanyo, Gellenkamp PLC, UK) 25+2
°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Doku kiiltiirii ile
ilgili biitlin caligmalar steril hava akish kabin
icerisinde yapilmistir.

Soya

2.6. Rejenere Olan Soya Siirgiinlerinin
Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgilinler belirli bir uzunluga
geldikten sonra steril cam kavanozlar iginde
farkli konsantrasyonlarda IBA ve NAA iceren
koklendirme ortamina aktarilmigtir. Burada
koklenen siirgiinler saksilara aktarildiktan sonra
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iklim  dolabinda
saglanmistir.

gevre sartlarina  uyumu

3. Bulgular

Bu calismada soya fasulyesi (Glycine max
L. Merrill) bitkisinin Agrova SA88 cesidi in
vitro ortamda gelistirilmis. 7-15  giinliik
fidelerden alinan govde ucu, bogum, yaprak,
hipokotil, kotiledon, kok ve petiyol eksplant
kaynagi olarak kullamilmigtir. Bu eksplantlar
degisik konsantrasyonlarda BAP igeren MS
besin ortaminda kiiltiire alinmustir. Farkli BAP
konsantrasyonlarmin ~ eksplantlar ~ {izerinde
etkilerine bakildiginda Tablo 1 deki sonuglar
gbzlenmistir.

Sekil 1. 1 mg/l BAP ortamindaki eksplantlarda
gdzlenen tomurcuk patlamasi.

Tablo 1’e gore oldukca verimli siirgiin
gelisimleri 3 mg/l BAP ortaminda bogum
eksplantinda gdzlenmistir (5-6 siirgiin). 5 mg/l
BAP ortamina inkiibe edilen eksplantlardan da
yine en iyi slirgiin gelisimi bogum ve siirglin
ucunda  gozlenmistir  (2-3  adet). Kok
eksplantinda  ¢lirime  olurken, yaprak ve
petiyolde verim alimamamustir. 1 mg/l BAP
ortammda ise kallus gelismesi olmaksizin
eksplantlarda siirgiin gelisimi gozlenmistir (3-4
adet). In vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunun
saglandigi besin ortamlarinda her zaman
koklenmeyi saglamak miimkiin olmamaktadir.
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Tablol. Farkli BAP konsantrasyonlarimin degisik eksplantlarda adventif siirgiin gelisimi iizerine etkileri (mg/L)

BAP (mg/l) Kok Petiyol Yaprak Kotiledon Hipokotil Bogum Siirglin ucu
1 C 2.75+1.03 C+K 2.67£2.08 K
3 C K 3.08+1.37 C+K 3.86+3.28 C+K
4 1.5¢1.29 C 1.5+1.29
5 0.75+0.5 C 2+0.82 C 1.5+1.29

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

C: Kallus K: Koklenme

Sekil 2. 3 mg/l BAP ortamina inokiile edilen tohumun
¢imlenmesi.

Bu nedenle siirglinlerin koklenmeyi tesvik
edici BBD’nin bulundugu ortamlara transfer
edilmesi gerekmektedir. Koklenmeyi tesvik edici
olarak IBA’nin Img/1 ve 2mg/1
konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Kullanilan her
iki ortamda da birbirine yakin sonuglar elde
edilmistir. NAA’nn sadece 2mg/1
konsantrasyonu kullanilmig ve bu
konsantrasyondaki siirgiinlerde kisa, kalin ve her
sirglinde 5’den fazla kok uzamasmin oldugu
gozlenmistir. NAA ortamina gore IBA ortaminda
gelisen koklerin yapisi daha ince ve az sayidadir.
Calisma sonrasinda koklenen fideler BBD
icermeyen MS ortamina aktarilarak fidelerin
belirli bir biiyiiklige gelmeleri saglanmustir.
Belirli bir bilyiikliige ulasan fideler 3:1 oraninda
toprak:kum igeren saksilara ekilerek ortama
uyumlar1 gergeklestirilmistir.

4. Tartisma

Insanlarin  beslenmesi  yoniinden 6nem
tagiyan bitkilerin, verimini, hastalik ve zararlilara
karst  direnglerini  arttirmak  amaci  ile
gerceklestirilen klasik 1slah metotlariin yani sira
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giiniimiizde doku kiiltirii ve biyoteknoloji
sayesinde her yonii ile istenen &zelliklere sahip
bitki tiirlerinin iiretimi ¢ok daha kisa siirelerde ve
kontrollii kosullarda elde edilerck bu bitkilerin
doga kosullarma uygun hale getirilmesi
miimkiindiir. Bugiine kadar in vitro sartlar
altinda yapilan c¢alismalar sirasinda soya
fasulyesi (Glycine max L. Merrill) bitkisinin ¢ok
farkli ¢esitleri kullanilarak bularin rejenerasyon

kapasiteleri, somatik embriyogenez,
organogenez  gibi  alanlarda  denemeler
gerceklestirilmistir.  Bu  ¢aligmamizda soya

fasulyesi (Glycine max L. Merrill) bitkisinin
Agrova SA88 ¢esidinin doku kiiltiirii ortaminda
farkli BAP konsantrasyonlar1 ile govde ucu,
bogum, hipokotil, kotiledon, yaprak, petiyol, ve
kok eksplantlar1 kullanilarak adventif siirgiin
rejenerasyonu ve bu adventif siirgiinlerin
koklendirilmesi iizerine denemeler yapilmistir.
In vitro sartlarda yetistirilen fidelere ait govde
ucu, bogum, hipokotil, kotiledon, yaprak, petiyol
ve kok eksplantlari BAP’in farkli
konsantrasyonlarini igeren besi ortamlarinda
inkiibe edilmistir. Bu ortamlar vasitasi ile
adventif  siirglin  olusturma  potansiyelleri
arttirilmustir. Ozellikle 3 mg/l BAP ortaminda
govde ucu eksplantinda en verimli tomurcuk
patlamasi  gozlenmistir. 3  mg/l BAP
konsantrasyonunda hipokotil 2-3 tomurcuk
verirken bogum da 5-6 tomurcuk gdzlenmistir.
Kotiledon eksplantin da ise 3-4 tomurcuk
patlamasiyla birlikte kallus geligimi
gozlenmistir. BAP’in farkli konsantrasyonlar
kullanildiginda eksplantlardaki tomurcuk
patlama sayilar1 birbirine yakin degerlerdir.
Bogum eksplanti 1mg/l konsantrasyonda 3-4
tomurcuk verirken, 4mg/l BAP
konsantrasyonunda 3 tomurcuk vermistir. Buna
ragmen 3mg/l BAP konsantrasyonu Siirgiin
ucunda 3-11 arasinda tomurcuk vermistir.
Tomurcuk gelisimlerine paralel olarak bu
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ortamlarda kilcal kok gelisiminin olmast da
dikkat ¢ekicidir. BAP’1n biitiin
konsantrasyonlarinda govde ucu, bogum ve
hipokotil eksplantlar1 iizerinde kilcal kdokler
tespit edilmistir. 5 mg/l BAP ortamma inokiile
edilen eksplantlardan da gévde ucu ve bogum 2-
3 tomurcuk verirken; kok, petiyol ve yaprak
eksplantlarinda herhangi bir geligsme
gbzlenmemistir. Ayrica eksplantlarda stirgiin
gelisiminin yani sira yesil-sert ve sari-yumusak
kivamda ¢esitli  kalluslarin  gelistigi  de
gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda BAP’1n
konsantrasyonunda  artma  olduk¢ca  verim
diismektedir. BAP sentetik bir sitokinin cesidi
olup ozellikle hiicre bdoliinmesini diizenledigi,
bliylime ve farklilasmay1 tesvik ettigi, siirglin
gelisimi ve yaprak patlamasina neden oldugu,
oksinlerle kullamldiginda kok gelisimini tesvik
ettigi bilinmektedir [14]. Bu c¢alismamizda BAP
ile siirgiin gelisiminin olmast bu bulgular
dogrulamaktadir.  Ayrica  adventif  silirgiin
rejenerasyonunun biiyiikk dl¢lide sicaklik ve
genotipten etkilendigi de belirlenmistir [15].
Gelisen adventif siirgiinler koklendirilmek
amaciyla 1 mg/l ve 2 mg/l IBA igeren ortamlara
aktarilmiglardir. Oksinlerin kdklenmeyi tesvik
ettigi bilinen bir gercektir [16]. Ancak bu
calismada oksin tek basmna koklendirmede
basarili  olmustur.  Yapilan  koklendirme
calismalarindan sonra silirgiinlerin  gelisimini
tamamlayabilmeleri i¢in BBD igermeyen MS
ortami kullanilmigtir. Bu ortamda gelisen soya
fasulyesi fideleri saksilara transfer edilmis.
Iklimlendirme dolabinda belli bir biiyiikliige
getirilerek daha sonra bitkinin normal sartlara
adaptasyonu saglanmistir. Bu bitkiler ¢iceklenme
asamasina kadar biiyiitiilmiistiir.
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