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OZET

ADI YALANCIDARI (Paspalum dilatatum Poir.) BITKISININ GENC
SALKIMLARINDAN KALLUS OLUSUMU VE BITKi REJENERASYONUNA
GENOTIP, OKSIN VE KONSANTRASYONLARININ ETKISi

Bu aragtirmada, 1998 yilinda dogal meralardan toplanarak klon halinde Tarla
Bitkileri Aragtirma Alanina dikilmis olan 8 farkli adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum
Poir.) ekotipinden alinan gen¢ ¢igek salkimlarinin in vitro kiiltiirde eksplantat olarak
kullanilma olanaklar aragtirilmagtir.

Aragtirma sonuglari, in vitro kiiltlirde eksplantat olarak kullamilan geng
salkimlarin kallus indiiksiyon orani, ekotiplere baglh olarak % 21.8 ile % 60.1 arasinda,
petri kutusu bagina kallus agielii 133.2 mg ile 380.3 mg arasinda ve salkim segmenti
bagina gerceklesen rejenerat sayisi 0.78 ile 2.7 arasinda degigmistir. En yiiksek kallus
indiiksiyonu, kallus agirh§i ve rejenerasyon orani, dicambanin (3,6-dikloro-
2metoxibenzoikasit) 2.5 mg/I’lik ve pikloramin (4-amino-3,5,6- trikloropiklonik asit)
“7.5 veya 10 mg/I’lik konsantrasyonlarindan saglanmustir.

2004, 58 sayfa

Anahtar Kelimeler: Adi yalancidart (Paspalum dilatatum Poir.) , geng salkim, in vitro
kiiltiirt, dicamba, pikloram
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ABSTRACT

EFFECT OF GENOTYPE, AUXIN AND ITS DIFFERENT CONCENTRATIONS
ON CALLUS FORMATION AND PLANT REGENERATION IN YOUNG
INFLORESCENCES OF DALLISGRASS (Paspalum dilatatum Poir.)

In this study, 8 different dallisgrass (Paspalum dilatatum Poir.) clones, gathered
from natural range in 1998, were planted in fields at Crop Science Research Station,
Mustafa Kemal University, Hatay, Turkey.

For young panicula; in vitro explants, callus induction rates, callus weight per
pedri dish and number of regenerants per inflorescences were ranged between 21.8%-
60.1%, 133.2-380.3 mg and 0.78-2.7 respectively, depending on the genotypes. The
highest callus rate, callus weight and regeneration rate were obtained from the medium
involving dicamba auxin (2.5 mg/l) and picloram auxin 7.5 -10 mg /1 concentrations.

2004, 58 pages

Key words: Dallisgrass (Paspalum dilatatum Poir.), young inflorescences, in vitro
culture, dicamba, picloram
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1. GIRiS

Diinyanin diger iilkelerinde oldugu gibi iitkemizin de en 6nemli sorunu, smirli dogal
kaynaklardan en miikemmel gekilde yararlanarak insanlarin yeterli ve dengeli beslenme
sartlarina kavusturulmasim saglamaktir. Geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde niifus
hizla artmakta fakat tarim arazileri sabit kalmaktadir. Bu tilkelerdeki artan niifusun gida
maddesi ihtiyacimn karsilanmast, modern tarim tekniklerinin en kisa zamanda
uygulanmaya baglanmasimi ve birim alandan elde edilecek verimin artigini saglayacak
calismalarin devam ettirilmesini zorunlu kilmaktadir. Ulkemiz insaninin ana besin
kaynagimi karbonhidratlar olugturmakta ve kisi basina et, siit, yumurta gibi hayvansal
proteinlerin titketimi gelismis iilkelerle kiyaslanamayacak kadar diisiik kalmaktadir.
Bunun nedeni ise lilkemizde hayvansal besin iiretiminin yetersiz olmasidir.

Eger bugiin ililkemizde hayvansal gida iiretimi yetersiz ise bunun en Onemli
nedenlerinden biri hayvanciliimizin iginde bulundugu sorunlardir. Hayvanciligimizin
en Onemli sorunlarinin basinda, kaliteli kaba yem tiretimi gelir. Kaba yem iiretiminde
dogal ¢aywr meralar 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak, lilkemizin yaklasik 1/4’{inii
olusturan dogal ¢ayir meralarimiz, yiizyillardan beri devam eden diizensiz otlatma ve
bakimsizlik nedeniyle verim potansiyellerinin ¢ok altinda ve kalitesiz yem fretir
duruma gelmigstir. Nitekim bugiin yapilan aragtirmalara goére, cayirlarin kuru ot
verimlerinin 250-300 kg/da, meralarin ise 25-30 kg/da arasinda degistigini, bitki ile
kapli alan yiizdelerinin ise %31.3 oraninda oldugunu géstermistir (TOSUN, 1996). Yine
bazi aragtirmalarda, meralarimizin  verimini olusturan bitkilerin g¢ogunlugunu
hayvanlann yararlanamadigi dikenli bitkiler, ¢alilar ve yabanci otlarin olusturdugu
ortaya ¢ikmustir (BAKIR, 1970; ERKUN, 1971; 1972; YILMAZ, 1977; TUKEL, 1981).

Dogal ¢ayir meralarimizin bugiinkii genel durumunu yansitan bu gdriiniim, bitki
biiylime ve gelismesi agisindan ekolojik kosullarin en uygun oldugu bolgelerimizden
birisi olan Cukurova bolgesi igin de gegerlidir. Bélgede 126.689 ha alami kaplayan
dogal meralar (ANONIM, 1982), esas itibariyle bolgenin alt klimaks vejetasyonu olan
makiliklerin degisik etkenlerle bozulmast sonucu ortaya ¢ikmug gahi-seyrek bugdaygil
tipi meralardir (TUKEL, 1992). Bu tip meralarda yer alan Hyparrhenia hirta,
Bothriochloa ischaemum, Chrysopogon gryllus, Themeda triandra ve Paspalum

dilatatum gibi sicak mevsim bugdaygilleri ve Dactylis glomerata, Oryzopsis miliacea,



Brachypodium pinnatum gibi serin mevsim bugdaygilleri hayvanlarin en 6nemli yem
kaynagim olugturmaktadir. Ancak iilke genelinde oldugu gibi, b6lgedeki meralarda da
yillardan beri siiren erken ve asin otlatma bugiin bu bitkilerin mera {lizerinde yalnizca
hayvanlarin ulagamadif: yerlerde kalmasma ve sonug olarak da bu alanlarin tamamen
cali ile kaph veya ¢alilarin da tahrip edilmesi ile taglik, kayalik verimsiz alanlar haline
gelmesine neden olmustur.

Ulkemiz ¢ayir meralarimin bugiin i¢inde bulundugu durum, sadece hayvanciligimizi
degil ayni zamanda toprak ve su kaynaklarimizin da olumsuz yénde etkilenmesine
neden olmaktadir. Ulkemizdeki bu sorunun g¢oziimlenebilmesi igin en Onemli
yenilenebilir dogal kaynaklarimiz olan dogal c¢ayir meralanmizin uygun 1slah
yontemleri ile 1slah edilerek yeniden bol ve kaliteli yem iiretir duruma getirilmeleri
gerekmektedir. |

Bugiin lilkemiz meralarinin biiylik bir gogunlugu (16-17 milyon ha) orijinal bitki
ortiilerini kaybetmis ve hatta tamamuyla ¢iplaklagmistir. Yapilan bir¢ok arastirma ve
inceleme gostermistir ki, bu tip meralar: dinlendirmek, otlatmay: kontrol altna almak ve
giibrelemek gibi yontemlerle islah etmek miimkiin degildir. Bu nedenle bitki ortiisii
zayiflamis meralarin 1slahs igin en uygun ydntem, toprak yapisi ve topografyast uygun
olan yerlerde yapay mera tesis etmektir (TOSUN, 1996).

Ancak bu tip mera 1slali galigmalarinda yapilacak islah isleminin basarisim
vejetasyonun yenilenmesinde kullamilan yem bitkisi tiirleri bilyiik dl¢tide etkilemektedir.
Herseyden 6nce bu tiirlerin, 1slah isleminin sﬁrdﬁrﬁldtigﬁ bolgenin ekolojik kosullarina
¢ok iyi uyum saglamig, mevcut mera kosullarinda bol ve kaliteli yem tiretecek tiirler
olmas1 gerekmektedir. Diger taraftan, Tiirkiye’deki mera alanlarinin sadece mevcut
hayvanlann 1/3’ii i¢in yeterli olmas: nedeni ile, yeniden tohumlama ySntemiyle mera
islahi iglemine girigebilmek i¢in oncelikle halen tarim alanlarinin yalnizea % 3'iini
kaplayan tarla yembitkileri yetistiriciliginin genisletilmesi gerekir. Aksi halde yapilacak
mera 1slahi ¢alismalarinin  {ilkemiz meralarmin  sorunlarina ¢6ziim  getirmesi
olanaksizdir.

Yukarida belirtilen yeniden tohumlama yontemi ile mera 1slahi ve tarla yembitkileri
yetistirme alanlarinin genisletilebilmesi igin belirli ekolojik bolgelerimiz igin uygun
oldugu belirlenmis verimli ve kaliteli yembitkisi tiir ve gesitlerinin yeterli miktarda

tohumlarinun iiretilmesi gerekir. Ulkemizde yillardir yembitkileri tizerinde siirdiiriilen



aragtirmalara ragmen, ekolojik kosullar agisindan biylik farkliliklar gdsteren
bolgelerimizin herbiri igin uygun yembitkisi tiirleri ve bunlarnn tohumlarimi bulmak
olduk¢a giictiir. Bu nedenle, oncelikle belirli ekolojik bolgelerimizde mera 1slahi ve
tarla yem bitkileri yetistiriciliginde kullanilabilecek yembitkisi tiir ve g¢esitlerinin ortaya
konmasi ve bunlarin yeterli miktarda tohumlarinin iiretilmesi gerekmektedir.

Ulkemizin degisik bolgeleri i¢in uygun yembitkisi tiir ve gesitlerinin ortaya
konulmasinda, dogal vejetasyonda bulunan yabani tiirler, mevcut ¢esitler ve dis
kaynakli materyalden yaralanmak miimkiindiir. Bircok yembitkisinin anavatani olan
ilkemiz, yembitkileri 1slahinda kullamlabilecek yabani yembitkisi populasyonlari
agisindan biiylik bir potansiyele sahiptir. Yiiksek verimli yembitkisi gesitlerinin
gelistirilmesinde bolgenin  dogal vejetasyonunda bulunan yabani yembitkisi
populasyonlarindan yararlanma, bu bitkilerin s6z konusu bélgenin ekolojik kosullarina
¢ok iyi uyum saglamis olmalar1 nedeniyle biiyiik bir avantaj saglar.

Dogal vejetasyonlarda bulunan yabani yembitkisi populasyonlarinin ¢ayir mera tesisi
veya tarla yembitkisi olarak kullanilabilmesi igin tizerlerinde 1slah islemleri yapilarak
uygun olan bireylerin segilmesi gerekir. Ancak, ozellikle bugdaygiller familyasindan
yembitkilerinin karmagik sitolojileri, bu bitkiler hakkinda bilgilerin yetersizligi ve
karmagik yetistirme yontemleri nedeniyle bu bitkiler tizerinde “islah iglemlerinin
siirdiiriilmesi olduk¢a gii¢ ve zaman alicidir (HARLAN, 1981). Bu nedenle son yillarda
bu bitkilerde in vitro kiiltiir tekniklerinin uygulanmas: ile 1slah siirecinin kisaltilabilmesi
i¢in uluslararas1 alanda biiyilk g¢abalar harcanmaktadir. Ancak bu tekniklerin
uygulanmasinda kargilasilan en biyiik giicliik, herhangi bir bitki tiiriinde basar ile
uygulanabilen bir yontemin diger bir tiirde basarili olmamasidir. Her seyden nce, bir
tiiriin farkh genotipleri in vitro kiiltiirde farkli sonuglar vermekte, bir genotip igin uygun
oldufu saptanan kiiltiir kogullari diger bir genotipte ayni derecede basarili
olamamaktadir.

Bolgemizde yembitkisi islahinda kullanilabilecek bitkilerden birisini de bolge
meralarinda yaygin olarak bulunan adi yalancidani (Paspalum dilatatum Poir.)
olusturmaktadir. Bu ¢alismada, Cukurova Bolgesi dogal meralarindan toplanan farkli
adi yalancidari klonlarindan alan geng salkimlarin in vitro kiiltiiriinde indiiksiyon
ortamina ilave edilen farkli dicamba ve pikloram konsantrasyonlarinin kallus olusumu

ve bitki rejenerasyonuna etkilerinin saptanmasi  amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

GAMBORG ve ark. (1970), bir bugdaygil yem bitkisi olan kilgiksiz brom
(Bromus inermis Leyss.)'in hiicre kiiltiirlerinden ilk defa, embriyoid ve albino bitkilerin
rejenerasyonunu bildirmislerdir.

CHEN ve ark. (1977), biiyiik sakalotu (Andropogon gerardi Vitman.) bitkisinde
ylirlittiikleri aragtirmalarda, besi ortamina ilave edilen farkli 2,4-D konsantrasyonlarinin
(5 uM' a kadar olan), gen¢ salkimlardan meydana gelen kallus agirligina etkilerinin
incelendigini, konsantrasyon arttikga kallus agirhiginin artis gosterdigini, daha yiiksek
konsantrasyonlarda kallus agirliginin azaldigini saptamiglardir.

CONGER ve CARABIA (1978), domuz ayng (Dactylis glomerata L.)’nin
zigotik embriyolariyla siirdiirdiikleri aragtirmalarda, besi ortamindaki 2,4-D
konsantrasyonu 20 uM'a kadar arttirildiginda, kallus agirliginda artis oldugunu, 20 pM'
dan daha yiiksek konsantrasyonlarin ise kallus agiliginda azalmaya neden oldugunu
saptamislardir.

BRETTEL ve ark. (1980), kocadan (Sorghum bicolor 1.) bitkisinde geng
salkimlardan kallus olusum oranimin, salkim uzunluguna bagli olarak énemli derecede
degistigini, en yiiksek kallus olusum oraninin 10-20 mm'lik salkimlardan elde edildigini
saptamiglardir.

LU ve VASIL (1982), Panicum maximum Jacq. bitkisinde geng salkimlarin in
vitro kiiltiiri yoluyla elde edilen bitkilerin normal kromozom sayisina sahip oldugunu
saptamiglardar.

NAKAMURA ve KELLER (1982), farklh triticale genotipleriyle siirdiirdiikleri
aragtirmalarda gen¢ bagaklardan olusan rejenere olabilir kallus oramimin genotiplere
bagh olarak g¢ok farklilik gosterdigini ve besi ortamina ilave edilen farkli 2,4,5-T
konsantrasyonlarinin kallus olusumu {izerine etkisinin genotipe bagh olarak degistigini
ortaya koymuglardir.

WANG ve VASIL (1982), erguvani zencidari (Pennisetum purpureum X.
Schumach.) bitkisinin gen¢ salkimlarmin in vitro kiiltiirii yoluyla elde ettikleri

rejeneratlarin normal kromozom sayisina sahip oldugunu saptamiglardir.



MADDOCK ve ark. (1983), farkli bugday genotipleri iizerinde siirdiirdiikleri
aragtirmalarda, geng basaklardan kallus olusturma oranlarimin genotipe bagli olarak
degistigini ve olusan rejeneratlarda fenotipik varyasyon gozlendigini bildirmektedirler.

DUNCAN ve ark. (1985), 101 musir (Zea mays L.) genotipiyle siirdiirdiikleri
aragtirmada; geng embriyolardan kallus olusturma oraninin genotipe bagli olarak ¢ok
biiytik farklilik gosterdigini, kallus biiylime hiziyla bitki rejenerasyonu arasinda
herhangi bir iligki bulunmadigini saptamiglardir.

MARSOLAIS ve KASHA (1985), "Elrose" arpa ¢esidi ile yaptiklari anter
kiiltiirti caligmasinda, ficol 400 ilavesi ile hazirlanmig sivi BAC1 ortaminda % 9 ve %
12 ik sakkaroz igeren varyantlarin her ikisinde de artan 2,4-D konsantrasyonlarmda
reaksiyon gosteren anter ve toplam kallus yiizdesinin arttigini, fakat embriyonik kallus /
sulu yapidaki kallus oranindaki degisimin net olmadigini, % 9 sakkaroz ve en yiiksek
2,4-D konsantrasyonu (8 mg/l) ile olusturulan kombinasyonun 284 anterden, % 26.1
oraninda toplam reaksiyon ve % 10.9 embriyonik ve % 61.4 embriyonik olmayan, sulu
yapida kallus olugturarak en iyi sonucu verdigini, indiiksiyonun 10. giiniinde alt kiiltiir
ortamiyla yenilenen ortamda ayni kombinasyonun tekrarlanmasi durumunda en diisiik
reaksiyonun (% 6.2) gerceklestigini, % 3 sakkaroz ve 1 mg/l IAA kullanilmasi
durumunda ise % 50.2 oraninda embriyonik kallus olusurken, embriyonik olmayan
kallus oranmin % 16.8 oldugunu, alt kiiltiir ortaminda artan 2,4-D konsantrasyonlarinda
embriyonik kallus / sulu yapidaki kallus oranimin azaldigini saptamis ve sulu yapidaki
kalluslarin rejenerasyon kabiliyetlerinin ¢ok zayif oldugunu bildirmislerdir.

BOVO ve MROGINSKI (1986), farklh adi yalancidari genotipleriyle
siirdiirditkleri aragtirmalarda, gen¢ salkimlann kiiltire alindigini ve 3-8 giin icinde
kahverengi bir renk olusumu goézlendigini, basak¢iklarda sisme ortaya ¢iktigmi ve 8.
giin sonunda salkim pargalarinin kesilme yerlerinde kallus olugumunun ortaya ¢iktigini
gozlemislerdir.

HANNING ve CONGER (1986), domuz ayng (Dactylis glomerata L.)
bitkisinde yaprak segmentlerinden embriyonik kallus olusumunun biiyik o&lcide
genotipik etki altinda oldugunu saptamuslardir. Aragtiricilar petri kutusu basina 3 mm
uzunluunda 6 yaprak segmenti konuldugunda, petri basina 1.2 gr ile 1.8 gr arasinda
degisen kallus afirliklart elde etmis ve 10 pM - 40 uM arasinda degisen 2.4-D



konsantrasyonlarinin  kallus agirlifinda 6nemli bir degisime neden olmadigim
saptamiglardir.

KRESOVICH ve ark. (1986), 2,4-D veya pikloram oksininin farkli
konsantrasyonlarin1 igeren besi ortamlarinda, Cowley, Keller, Rio ve Wray seker
sorgum genotiplerinin olgun karyopsislerinin kiiltiire alindigini, tim genotiplerde
siirgiin ve k6k kallusu elde edildigini, en yiiksek siirgiin kallusunun, 100 pM 2,4-D
iceren ortamda elde edildigini, kék bélgesinden meydana gelen kalluslarin miktarinin 4
genotipte de farklilik gbstermedigini, en yiiksek siirglin olusum oraninin (%15) ise 10
uM 2,4-D iceren ortamda kiiltiir edilen Wray ¢esidinden elde edildigini bildirmiglerdir.

AHN ve ark. (1987), farkli kdpek disi ayrnig1 (Cynodon dactylon L.) gesitleriyle
stirdiirdiikleri aragtirmalarda, geng salkimlardan kallus olusum oraninin genotipe bagli
olarak 6nemli farkliliklar gésterdigini saptamiglardir.

JOHNSON ve WORTHINGTON (1987), sar1 sakal otu (Bothriochloa
ischaemum (L.) Keng.) bitkisinin olgun tohumlariyla stirdiirdiikleri aragtirmalarda, elde
ettikleri hiicre stispansiyonlarmi, 3 mg/l 2,4-D + 20 gr/l sakkaroz iceren ve 12 ml
prolinli ve prolinsiz MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Arastiricilar, kiiltiirlerin
embriyonik ve embriyonik olmayan hiicreleri icerdiklerini, siispansiyonlari filtre
ettikten sonra, agarl1 ortamda 2-3 hafta i¢erisinde kolonilerin % 70.9 embriyonik, %19.8
embriyonik olmayan ve % 9 oraminda ise karigik yapida hiicreleri igerdiklerini, rejenere
olan bitkilerden seraya taginanlarin % 90’inn, tarlaya sasirtilanlarin ise % 95’inin
hayatta kaldigim bildirmektedirler.

METZINGER ve ark. (1987), sant sakal otu (Bothriochloa ischaemum (L.)
Keng.) bitkisinin A8793 ve A891lc, ve Bothriochloa intermedia (R.Br.) A.Camus.
bitkisinin A8873b ve 8894d genotiplerinde kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonunu
aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda genotiplere ait gen¢ salkimlarin 2-5 mm segmentlerini
eksplant olarak kullanmislar, 5 mg/l 2,4-D, 30 g/l sakkaroz, 7 g/l T.C. agar iceren LS
ortaminda ve 0.5 mg/l 2,4-D, 3.2 mg/l IAA, Img/! kinetin, 15 g/l sakkaroz ve 5 g/l agar
iceren MS ortaminda kiiltiire almuglardir. Aragtincilar, her iki ortamda da beyaz
kompakt yapida embriyonik ve sulumsu yapida embriyonik olmayan kalluslarin
olustugunu, embriyonik kalluslardan siirglin olusumunun bagladigini, genotip x eksplant

xortam interaksiyonunun kallus ve bitki rejenerasyonunu etkiledigini bildirmektedirler.



FOROUGHI-WEHR ve MIX (1988), 8 arpa genotipi ile siirdiirdiikleri anter
kiiltiirii aragtirmasinda, kallus indiiksiyon oraninin genotipe bagli olarak % 5.2 ile %
13.2 oraminda, rejenerasyon orammmn ise % 0.5 ile % 2.8 arasinda degistigini
saptamiglardir.

LORZ ve ark. (1988), bugdaygil bitkilerinde kallus olusturulmasi ve kallustan
bitki rejenerasyonunun kullanilan eksplanta, genotipe, donor bitkilerin fizyolojik
durumuna, besi ortammin bilesimine ve kiiltlir kosullarina bagh oldugunu
bildirmektedirler.

BOVO ve MROGINSKI (1989), Paspalum notatum Flugge. bitkisinin olgun ve
olgun olmayan embriyolarindan kallus olusumunun incelendigini, MS besi ortamina 1
mg/l 2,4-D ilave edildigini, iyi organize olan embriyoidlerin olgun ve olgun olmayan
embriyolarin sucutellar kalluslarinin yiizeylerinden hizli bir sekilde olusturuldugunu,
slirgiin rejenerasyonunun 0.1 veya 1 mg/l NAA ve 1 veya 3 mg/l BAP igeren ortamlarda
saglandigin, siirgiinlerin % 8 seker iceren ve hormon konsantrasyonunun diisiik oldugu
MS besi ortaminda kdk olusturmaya tegvik edildigini bildirmiglerdir.

GLAND ve HATIPOGLU (1989), farkli Hyparrhenia hirta L. ekotipleri ile
siirdiikleri aragtirmalarda, gen¢ salkimlardan kallus indiiksiyon oraminin ekotiplere bagli
olarak % 13.3 ile % 55.6 arasinda, kallus agirhgmin 4.4 ile 68.7 mg/petri‘arasmda ve
rejenerasyon orammin % 4.4 ile % 162.2 arasinda degistigini saptamuglardir.
Aragtinicilar; kallus indiiksiyon orani, kallus agirhifi ve rejenerasyon orammin besi
ortamina ilave edilen biiylime diizenleyicisinin cinsine ve konsantrasyonuna bagli
olarak da farklilik gosterdigini, en yiiksek kallus indiiksiyon orami (% 41.3) ve
rejenerasyon oraninin (% 130 ) 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinan salkimlardan, en
yiiksek kallus agirliginin (46.64 mg/petri) ise dicamba iceren ortamda kiiltiir edilen
salkimlardan elde edildigini, ortamdaki 2,4-D igeriginin 5 mg/I’ye kadar yiikseltilmesi
ile kallus indiiksiyon orami, kallus agirlii ve rejenerasyon oraminda artis olmasina
kargilik, dicamba ve pikloram igeren ortamlarda konsantrasyonun 10 mg/l kadar
arttinimasinin kallus indiiksiyonu, kallus agirlig1 ve rejenerasyon oraninda artisa neden
oldugunu bildirmektedirler.

EAPEN ve GEORGE (1990), Eleusine coracana (L.) Gaertn. bitkisine ait
karyopsislerin siirgiin uglar1 veya mesokotillerini MS besi ortaminda kiiltiire aldiklarini

pikloram ve stokinin konsantrasyonlarina bagli olarak farkli oranlarda kallus



iiretildigini, alt kiiltiir yoluyla pikloram ve kinetin igeren MS besi ortaminda
kalluslardan bir¢ok somatik embriyonun meydana geldigini, embriyolarin biiyilime
diizenleyicisi  icermeyen ortamda  ¢imlendirildigini  bildirmektedir. = Farkh
korbonhidratlarin test ettiklerini; glukoz ve sakkaroz igeren temel besi ortaminda
somatik embriyolarin yiiksek oranda ¢imlendirildigini, MS ortamina farkli amino
asitlerin eklemesinin embriyolarin ¢imlenmesi {izerine olumsuz etkide bulundugunu,
carbenicillin, cefotaxime ve streptomycin sulphate gibi farkli antibiyotiklerin, somatik
embriyolardan bitki farkhlaémasxm arttirdigini bildirmiglerdir.

MAROUSKY ve WEST (1990), Paspalum notatum Flugge. bitkisinde kallus
kiiltiirlerinin, 2 mg/l 2,4-D iceren MS besi ortaminda olgun Karyopsislerden
baglatildigim; eksplantlarin birgogunun ince hiicre duvarina sahip embriyonik olmayan
kalluslar ve organize olmamig dokular trettigini, kalluslarin birgogundan sadece kok
gelisirken, diger eksplantlarin morfolojik olarak ayirt edilebilen kalluslar meydana
getirerek somatik embriyolar olusturdugunu, embriyonik kalluslarin 2,4-D icermeyen
ortama transfer edildigi zaman iyi bir ¢imlenme olmadigim, 300 kiiltiirtin 35 tanesinin
embriyonik oldugu, fakat sadece 10 tanesinin bagarili bir gekilde bitki meydana
getirdigini bildirmislerdir.

PAREDDY ve PETOLINO (1990), farkli musir (Zea mays L.) genotipiyle
stirdiirdiikleri arastirmalarda, geng salkimlardan kallus olusum oranlarinin genotiplere
bagli olarak dnemli derecede degistigini saptamiglardir.

REDDY ve VAIDYANATH (1990), farkli cindart (Seteria italica L.)
genotipleriyle stirdiirdiikleri aragtirmalarda; gen¢ salkimlardan kallus olusumunun
genotipe bagh olarak onemli farkhiliklar gosterdigini, en yiiksek kallus olusturma
oraninin ¢igekler i¢indeki anterlerin polen ana hiirelerini tasidigi donemde kiiltiire alinan
salkimlardan elde edildigini saptamiglardir.

EIZENGA ve DAHLEEN (1991), farkl: yiiksek ¢ayir yumag: (Festuca pratensis
L.) genotiplerinin geng salkimlartyla siirdiikleri aragtirmalarda; geng salkimlardan kallus
olugturma oranimin genotiplere bagli olarak onemli derecede degistigini, besi ortamina
ilave edilen 2,4-D ve 2,4},5-T gibi oksinlerin kallus olusturma oraninda Snemli bir
farklilk meydana getirirken, olusan rejeneratlarin herhangi bir farklilik gostermedigini

saptamuslardir.



HATIPOGLU (1991), domuz ayng: (Dactylis glomerata) ekotipleri iizerinde
siirdiirdiigli aragtumalarda; geng salkimlardan kallus indiiksiyon oramimn ekotiplere
bagh olarak % 24.2 ile % 70, siirgiin indiiksiyon oraninin % 20.8 ile % 63.3 ve
rejenerasyon oramuun % 33 ile % 203 arasinda degistigini, test edilen 4 oksin ¢esidi
arasinda kallus indiiksiyon oraninin % 70.4 ile dicamba iceren ortamda kiiltlir edilen
salkimlardan elde edildigini, en yiiksek rejenerasyon oraninin ise % 156 ile pikloram
iceren ortamda kiiltiir edilen salkimlardan elde edildigini, gerek kallus indiiksiyon orani
gerekse rejenerasyon oram agisindan dicamba ile 2,4-D arasinda 6nemli bir farklilik
saptanmadifini, bilylime diizenleyicisi ¢esidi ve konsantrasyonun kallus indiiksiyonu
lizerine etkisinin genotiplere bagl olarak farklilik gosterdigini bildirmektedir.

NAYAK ve SEN (1991), Paspalum scrobiculatum L. bitkisinin embriyonik
stispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen protoplastlarin, 24°C de ve karanlik kosullarda,
2,4-D igeren yann kati KM ortaminda veya sivi ortamda kiiltiire alindigim,
protoplastlarin %75’inde hiicre duvart olusumu gozlendigini, kiiltiirlerden 10 giin sonra
mikro kolonilerin gelistigini, olusan kalluslarin M-2 ortamina transfer edildigini,
yaklasik % 7 olarak belirlenen en yiiksek petri veriminin ince siv1 kiiltiir ortamindan
elde edildigini, makro kalluslardan olusan somatik embriyolarin fideleri meydana
getirdigini bildirmislerdir,

AKASHI ve ADACHI (1992a), adi yalancidart (Paspalum dilatatum Poir.)
bitkisinin gen¢ salkim kiiltiirtinden elde ettikleri embriyonik kallustan stispansiyon
kiiltirlerini  olugturduklarmi  ve bu siispansiyon kiiltiiriinden izole ettikleri
protoplastlardan bitki rejenerasyonu gerceklestirdiklerini bildirmektedirler.

AKASHI ve ADACHI (1992b), Louisiana B-230 ve Prostrate adi yalancidar
(Paspalum dilatatum Poir.) gesitlerinde, embriyonik kallus olusumunun, olguniasmamis
¢icek durumundan (5-10 mm uzunlugunda) 2-10 mg/l 2,4-D ve % 0.2 (w/v) Gellan
Gum katilastiric: igeren MS besi ortaminda baglatildigini, Louisiana B-230 ve Prostrate
¢esitleri igin somatik embriyolarin 2,4-D’ nin 10 mg/l kullanildigi durumda (sirasiyla %
39.1 ve 92.3) en yiiksek oranda elde edildigini, 1 mg/l kinetin ve giberellik asit iceren
ortama transfer edilen embriyonik kalluslardan, somatik embriyolarin erken dénemde
gelistigini bildirmislerdir.

KISHOR ve ark. (1992), Paspalum scrobiculatum cv. L. 1387, 5224 ve Varada;
Eleusine coracana cv. (L.) Gaertn. Himachal, Neelachal; Setaria italica cv. L. ISE 212
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ve ISE 315 gibi gesitlerde; kallus olusumu igin genotipik farkhliklar, rejenerasyon
frekans1 ve 200 mg kallusdan meydana gelen bitkilerin sayisiuin incelendigini,
Paspalum scrobiculatum L. bitkisinde 0.5-4 mg/l BAP konsantrasyonunun, kinetinin
ayn1 miktarina gére ¢ok daha iyi bir rejenerasyon meydana getirdigini, fakat Eleusine
coracana (L.) Gaertn. bitkisinde kinetin kadar etkili olamadigimi bununla birlikte,
kinetinin Setaria italica L. bitkisinde oldukga iyi sonug verdigini, sekerin 3 dar tiiriinde
de organogenesis olusumuna etkisinin oldukg¢a fazla oldugunu bildirmislerdir.

ABD-EL. MAKSOUD ve BEDO (1993), bugday anter kiiltiiriinde genotip ve
ortamin embriyoid olusum oranina olan etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda; reaksiyon
goOsteren anter oraninin genotiplere bagli olarak ortalama % 0.54 ile % 7.81 arasinda
degistigini, kullanilan farkli ortamlardaki reaksiyon oranlarimin da istatistiksel olarak
Onemli oldugunu saptamus ve diger pek ¢ok tiirde oldugu gibi bugdayda da bu tip
caligmalarda reaksiyon oranini azaltan en 6nemli faktérlerin genotip, donor bitkilerin
yetistikleri ortam sartlar1 ve bunlarin interaksiyonlart oldugunu bildirmislerdir.

AKASHI ve ADACHI (1993), Paspalum notatum Flugge. bitkisinin olgun
tohumlarindan hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri yaptiklar ¢alismada, embriyonik kallusun 2
mg/l 2,4-D, % 3 sakkaroz ve % 0.3 gellan katilagtiricisinin kullanildigi MS ortaminda
elde edildigini ve aragtirmada kullamilan genotiplerin kallus indiiksiyonu bakimindan
farklilik gosterdigini, Pensacola genotipinin en yiiksek embriyonik kallus olusturdugunu
ve bu kalluslarin % 74’tinden bitkilerin rejenere oldugunu bildirmislerdir.

HATIPOGLU ve ark. (1993), Hyparrhenia hirta L. bitkisinde siirdiirdiikleri
aragtirmada; geng¢ salkimlardan kallus indiiksiyon oranimin ekotiplere bagl olarak %
10.4 ile % 57.8, kallus agirhginmn 10.7 ile 134.9 mg/ petri ve salkim segmenti basina
rejenerat sayisiun 0.20 ile 0.53 arasinda degistigini, ekotiplerin kromozom sayisinin
kallus inditksiyonu ve kallus agirhigina etkisinin 6nemsiz oldugunu, dicamba igeren
ortamda kiiltlire alinan salkimlardan 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinanlara gore daha
yiiksek kallus agirligr elde edilmesine kargihik, 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinan
salkimlarda dicamba igeren ortamdakine gore, salkim segmenti bagina daha yiiksek
rejenerasyon orani elde edildigini, oksin gesitlerinin kallus indiiksiyonuna etkisinin
ekotiplere bagl: olarak farklilik gosterdigini bildirmektedirler.

LAJONCHERE ve ark. (1993), Panicum maximum cv. Jacq. likoni ¢esidinin

apikal meristematik bolgelerini kapsayan eksplantlari, 24-D’nin 8 farkl
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konsantrasyonu (1-10 mg/l) ve % 0, % 5, % 10 ve % 15 hindistan cevizi siitii iceren MS
besi ortaminda kiiltiire aldiklan aragtirmada; en yiiksek embriyonik kallus oranimn %
10 hindistan cevizi siitli ve 2-7 mg/l 2,4-D uygulamalarindan elde edildigini, en iyi
embriyonik kallusun 2-3 mg/l 2,4-D ve % 5 hindistan cevizi igeren ortamda oldugunu
ve rejenerasyon i¢in ortamda 0.3 mg/1 kinetin olmasi gerektigini bildirmiglerdir.

PHOPLONKER ve CALIGARI (1993), Lupinus mutabilis Sweet. bitkisinin fide
eksplantlarindan kallus olusumu tizerine diigiik sicaklik (18°C) etkilesimi, 11k
farkhliklari, mzh kallus transferi ve biiyiime diizenleyicisi ilavesi konularinda aragtirma
yapildigim, ortama aktif karbon eklenmesinin kalluslarin biiytime oranini yavaglattigini,
fakat kalluslarin taze olmasim sagladigim, diigiik diizeylerdeki pikloram ve dicambanin
ozellikle kinetinle kombinasyonunda genis miktarlarda taze kallus iiretildigini, eksplant
kadar azot kullamimininda kallus olusumu ve biiyiimesini 6nemli derecede etkiledigini,
ortama glutamin eklenmesinin kallus olusumunu arttirdigini bildirmislerdir.

CAN ve ark. (1994), 10 farkhh domuz ayng (Dactylis glomerata L.)
klonlarindan alinan gen¢ salkim segmentlerinin 2,4-D igeren LS ortaminda kallus
indiiksiyonu ve bitki rejenerasyon potansiyellerini inceledikleri arastirmada; kallus
indiiksiyonu ve petri kutusu bagma kallus agirliginin klonlara bagl olarak 6nemli
derecede degistifini, slirglin indiiksiyonu ve rejenerasyon orami agisindan klonlar
arasinda 6nemli bir farkliligin ortaya ¢ikmadigini, klonlara bagli olarak salkim segmenti
bagma 0.109 ile 1.266 arasinda degisen sayilarda bitkicik elde edildigini, siirgiin
indiiksiyon oraninin 2,4-D konsantrasyonlarindan nemli derecede etkilendigini, 2,4-D
konsantrasyonlarinin kallus indiiksiyon orani, kallus agirhii ve rejenerasyon oramnda
onemli bir farklilik yaratmadigim, salkim segmentlerinden direk siirgiin indiikstiyonu
i¢cin ortama 2.5 mg/1 2,4-D ilave edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

DIAS ve ark. (1994), yiiksek ve orta derecede rejenere olabilen A188 ve A344
ve diigiik rejenerasyon kabiliyetine sahip WD ve Gk 26 gibi kendilenen musir
hatlarindan izole edilen olgunlasmamus embriyolarin, 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l 2,4-D + 17
mg AgNO; veya 4 mg/l dicamba igeren MS besi ortaminda kiiltiire alindigini, tiim
hatlarda 1.55 mm uzunlugundaki embriyolarin kullamldif1 zaman en iyi sonucun elde
edildigini, yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip hatlar icerisinde Gk 26’nin sadece
AgNO; igeren ortamda kallus formu olusturabildigini, dicamba’nin kallus olusumunu

tesvik edici bir 6zellige sahip oldugunu bildirmislerdir.
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FURINI ve JEWELL (1994), tropikal ve subtropikal 10 musir hattiun kallus
olusturma potansiyellerine bakildigini, kallus kiiltiiri i¢in olgun ve. olgun olmayan
embriyolarin kullanildifini, olgun olmayan embriyolar kiiltiir edilerek, 7 hattan
embriyonik kallus elde edildigini ve bunlarin 5 tanesinden bitkilerin rejenere oldugunu,
dicambanin embriyonik kallus olusumu ve devamu i¢in 2,4-D’ye gore iistiinlik
gosterdigini, somatik embriyogenesisin, kallus bi¢imine ve ortama gore degigiklik
gbsterdigini, olgun embriyolarin kiiltiir edilmesi sonucu, 4 hattin 2’sinden embriyonik
kalluslarin elde edildigini ve bitkilerin rejenere oldugunu, kallus olusum frekansqun, %
20 ile 59 arasinda degistigini, embriyonik kallus frekansimin % 0 ile 7.8 arasinda
oldugunu bildirmislerdir.

GRIGA ve ark. (1995), bezelye (Pisum sativum LL)' bitkisinde kallus
kiiltiirlerinden organogenesis ve somatik embriyogenesis yoluyla agronomik olarak
kullanabilecek somaklanal varyasyon lizerinde calisildigim, organogenik kalluslarin
NAA ve BA igeren MSB ortami {izerinde olgunlasmamug kiigiik yaprak pargalarindan
elde edildigini, embriyonik kalluslarin 2,4-D yoluyla olgunlasmamis zigotik
embriyolardan veya steril ortamlarda ¢imlendirilen fidelerin siirgiin uglarindan pikloram
kullanarak elde edildigini bildirmislerdir.

PIUS ve ark. (1994), parmak daris1 (Eleusine coracana (L.) Gaertn.) bitkisine ait
(Co-9, Co-12 ve Co-13) gesitlerin olgun tohumlarim, 1-10 mg/l pikloram, 2,4-D veya
dicamba ve 0.5 mg/] kinetin, BA veya 2-Ip igeren MS ortaminda kiiltiire aldiklarini,
kiiltiir baglangicindan 4-6 hafta sonra fidelerin ug siirgiinlerinde nodiiler yapilar
gelistigini, bunlarin 2 mg/l pikloram ve 0.1 mg/l kinetin iceren MS ortamina transfer
edilmesi ile yliksek oranda embriyonik dokularin iretildigini bildirmislerdir.
Embriyonik kalluslardan MS ortaminda rejeneratlar elde edilirken, ¢alisilan 3 ¢esitten,
Co-12 gegidi, Co-9 ¢esidine gbre somatik embriyogenesis ve fide olusumu agisindan
etkin goriilmiis ve kallus baslangici i¢in 2,4-D’nin tek basina kullamldl;c‘gl zaman
oldukea etkili oldugu saptanmastir.

SHATTERS ve ark (1994), Paspalum notatum Flugge. bitkisine ait Tifton-9
gesidinin yaprak saplarinin somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonuna tepkisini
belirlemek igin % 3 seker ve 6.6 mg/l dicamba igeren SH ortaminda kiiltiire aldiklarin,
olusan kalluslar 1s1kl1 ve dicamba oksininin az oldugu ortamda rejenere edilirken, 4 mm

¢apindaki kallus segmentlerinin % 96’dan fazlasinin her bir graminda yaklagik olarak
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300 fide meydana geldigini ve bitkilerin rejenerasyon ortamina aktarildiktan 3 hafta
sonra seraya alinarak olgun bitkilerin elde edildigini bildirmislerdir.

BOHOROVA ve ark. (1995a), CIMMYT aragtirma istasyonundan saglanan 6
ekmeklik bugday genotipinin (Pavon 76, Seri M82, Opata M85, Mochis T88, Baviacora
M93 ve Attila) in vitro doku kiiltiiriine verdigi tepkiler bakimindan degerlendirildigi ve
bu amagla olgunlagmamis embriyolarin (I mm uzunlugunda) izole edilerek kallus
baslangi¢ ortaminda kiiltiir edildigini, dicamba iceren N6 temel besi yeri (El), 2,4-D
iceren MS besi yeri (E3) ve farkli aminoasitleri iceren MS besi yerlerinin (ES5)
kullanildig arastirmada, bitki rejenerasyonu ve koklenmenin IAA ve BA igeren temel
MS besi yerinde saglanirken, E3 ve ES5 besi ortamlarinda % 10-92 oraninda
rejenerasyon potansiyeline sahip embriyonik kalluslar ve her bir embriyodanda 5-50
arasinda bitki tiretildigini bildirmislerdir.

BOHOROVA ve ark. (1995b), CIMMYT musir gen havuzundan saglanan, 44
tropikal ve subtropikal, 23 orta kusak ve 8 yiiksek kusak musir hattnin bitki
rejenerasyon potansiyellerinin degerlendirildigini, kallus olugumunun 1.0-1.5 mm
uzunlugundaki olgunlagmamis embriyolardan saglandigini, 2 mg/l dicamba igeren N6
besi ortaminda kallus baglangic1 ve devami igin diger besi yerlerine gore daha iyi sonug
verdigini, 2 mg/l dicamba igeren N6 besi yerine giimilg nitrat eklendigi zaman,
embriyonik kallus olusumu ve rejenerasyon potansiyelinin arttigini, tropikal ve
subtropikal hatlarin % 50’sinden, orta kusak hatlarin % 87’sinden ve yiiksek kusak
hatlann % 75’inden rejenere olabilen embriyonik kalluslar elde edildigini, bitki
rejenerasyonunun oksin igermeyen N6 besi yeri veya IAA ve BAP ile zenginlestirilmis
MS besi ortamuna transfer edildikten 10 giin sonra gergeklestigini bildirmislerdir.

FURINI ve JEWELL (1995), 5 mustr hatt1 ve Tripsacum dactyloides (L.) L. (65-
1234 klonu) bitkisi arasinda yapilan melezlemeler sonucu elde edilen hibritlerin uzun
siireli embriyonik ve rejenere olabilen kallus olusturma yetenegine bakildigin,
embriyonik ve rejenere olabilen bitkilerin 5 melezden elde edildigini, CML-135 musir
hatti ve Tzil-8 lizerinde daha once yapilan ¢aligmalarda, bunlarin embriyonik
olmadifini, olgunlasmamus hibrit embriyolardan embriyonik ve rejenere olabilen
kalluslarin {iretildigini, misir genotiplerinde melezlemenin embriyonik kapasiteyi
arttirdifini, embriyonik kallus tretim frekansimin % 14.3 ile % 66.6 arasinda degistigini,

2,4-D veya dicamba igeren ortamda kalluslar arasinda morfolojik bir farklilik
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gbzlenmemesine ragmen, dicamba’nin, 2,4-D’ye gére embriyonik kallus olusumunu
tesvik etme bakimindan daha iyi oldugunu bildirmislerdir.

HATIPOGLU (1995), bugdaygil yembitkileri 1slahinda biyoteknolojik
yontemlerden yaralamilabilmesi igin Oncelikle incelenen bitki tiirli i¢in entansif bir
eksplant-kallus -rejenerasyon sisteminin ortaya konulmas: gerektigini bildirmektedir.

HATIPOGLU ve DOGRAMACI (1995), ekmeklik bugday (Triticum aestivum
L.) anter kiiltiiriinde genotip, besi ortami1 ve besi ortamu katilagtirma maddesinin haploid
bitki {iretimine etkisini saptamak amaciyla stirdiirdiikleri aras’urmadé; 10 ekmeklik
bugday ve hattindan alinan anterleri iki farkli besi ortam (85D12 ve P2) ve ii¢ farkla
besi ortamu katilastirma maddesinde (agar, bugday nisastas1 ve musir nisastasi) kiiltiire
aldiklarini, reaksiyon gosteren anter orami ve rejenerasyon oranimin biiyiik 6lciide
genotip, besi ortami ve besi ortami katilagtirma maddesinin etkisi altinda oldugunu, hem
reaksiyon gosteren anter orani, hem de rejenerasyon orani agisindan P2 ortaminin
85D12 ortamina gore daha istlin oldugunu ve rejenerasyon oranlarinin agar ve bugday
nisastasinda benzer iken, misir nisastasindan istatistiki olarak yiiksek oldugunu
bildirmektedirler.

SON ve ark. (1995), ¢ayir tiggiilii (Trifolium pratense L.) bitkisinin, (Redland,
Redman, Atlas, Kenland ve Flare) ¢esitlerine ait, 8 giinliik fidelerden kotiledon ve
hipokotil segmentlerinin, pikloram, 2,4-D, BA ve 2-ip gibi biiylime diizenleyicileri ve
farkli pH (5.0, 5.4, 5.8, 6.2 ve 6.6) diizeylerine ayarlanmig besi ortamlarinda kiiltiire
aldiklarini, 1 mg/] pikloram ve pH’nin 5.8 oldugu durumun kallus olusumunda en etkili
sonucu verdigini bildirmislerdir.

VISHNOI ve KOTHARI (1995), Eleusine coracana (L.) Gaertn. bitkisinin
olgun olmayan embriyolarmmn 1.0 ve 2.0 mg/l 2,4-D veya pikloram ve kinetin (Kn)
kombinasyonunda kiiltiire alindigini, 2,4-D igeren ortamda kiiltiire alinan embriyolarin
somatik embriyoidlere ve tomurcuklara sahip olan kalluslar meydana getirdigini,
kalluslarin hormon ig¢ermeyen ortama transferi sonrasi bitki rejenerasyonunun
saglandigini bildirmislerdir.

AFSHAR ve ark. (1996) Triticum tauschii (Coss.) Schmalh. (degilops tauschii)
bitkisinin 7 genotipinin, siispansiyon kiiltiirii yapmak amaciyla olgun embriyolarindan
embriyonik kallus tretildigini, kallus olusumu igin degisik besi ortaminin kullanildigin,

2,4-D, L-glutamine, L-asparagine ve L-proline karisimini iceren MS besi ortaminin tiim
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genotiplerde embriyonik kallus {iretimini sagladigini, dicamba yerine 2,4-D kullanimin
embriyonik kalluslarin erken farklilagmasina neden olurken, ortama 575 mg/1 L-proline
eklenmesinin genotiplerin birgogunda nodiiler embriyonik kallus olusumunu
hizlandirdigin, kallus tiretiminin genotipe bagh oldugu kadar ortama da baglt oldugunu
bildirmislerdir.

FENNELL ve ark. (1996), 48 adet ekmeklik bugday ¢esidinin, 3 farkli besi
ortaminda, embriyonik kallus iiretme kapasitelerine bakildigini, kallus baglangict igin,
dicamba iceren temel N6 ortamu (El), 2,4-D iceren MS ortami (E3) ve farkli
aminoasitleri igeren MS (ES), ortamlarinin kullanildigini, bitki rejenerasyonunun, IAA
ve BA igeren temel MS ortaminda, koklenmenin ise NAA igeren MS ortaminda
saglandifimi, rejenerasyonun baslangic ortami ve genotipe bagli olarak genig bir
farklilik (% 2-94) gosterdigini, her bir embriyodan tiretilen fidelerin sayisimin 6-42
arasinda degistigini, ES ortamu iizerinde kiiltiire alinan 13 genotipin en az % 50’sinden
fazlasinin; E3 ortaminda 3 genotipin ve El ortaminda 1 genotipin rejenerasyon
gosterdigini bildirmislerdir.

GENDY ve ark. (1996), kocadart (Sorghum bicolor (L.) Moench.) bitkisinin iki
¢esidinde kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonunun elde
" edildigini, bunun i¢in 15 giinliik fidelerin veya rejenere edilen fidelerin' kok veya
epikotillerinden elde edilen enine ince hiicre katmanlarinin kullamldigimi, kallus
olusumunun; genotipe, enine ince hiicre katmanlarinin boyutuna, bilyiime kosullarinin
kompozisyonuna ve donor bitkilerin ugradig: in vitro rejenerasyon déngiisiiniin sayisina
bagh oldugunu, somatik embriyolarin, dicamba yoluyla dogrudan elde edilen yogun
kalluslardan veya kinetin ve 2,4-D yoluyla meydana gelen taze kalluslardan elde
edildigini, kinetin ve dicambanun onemli bir embriyonik potansiyele sahip oldugunu
bildirmislerdir. ‘

IMMONEN (1996), tritikale bitkisinin olgunlagsmamis hibrit embriyolarindan
somatik embriyogenesisin gergeklesmesi igin farkli besi ortamlan ve biiyiime
diizenleyicilerinin test edildigini, nitrojen kaynag: olarak 4 farkli amino asit (glutamin,
arginin, glycin ve aspartik asit) iceren ortamlarda, difer ortamlara gére embriyonik
kallus olusumu ve somatik embriyo gelisiminin 2 kat daha fazla oldugunu, dicamba’nin,

2,4-D’ye gore somatik embriyo olusumu ve ardindan bitki rejenerasyonunda daha iyi
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sonug verdigini, NAA+ BAP, IAA + kinetin veya IAA + zeatin ile desteklenen besi
ortamlarinda somatik embriyolarin esit oranda ¢imlenme gosterdigini bildirmistir.

PAVLOVA ve KORDYUM (1996), tek yillik ¢im (Lolium multiflorum Lam.)
bitkisinin olgun embriyolarindan kallus kiiltiirii yoluyla embriyonik hiicre kiiltiirlerinin
elde edildigini, MS s1v1 besi ortaminda 2,4-D, dicamba ve pikloramn 0.5 mg/l igerdigi
durumlarda somatik embriyogenesisin saglandifini bildirmislerdir.

PEDROSA ve VASIL (1996), Zea diploperennis bitkisinin olgun olmayan
zigotik embriyolarinin skutellar dokularindan yiiksek frekansh (% 87) somatik
embriyogenesis elde edildigini, 1-2 mm uzunlugunda geng¢ embriyolarin kullaniminin
ve 10 uM pikloram’1n baslangig i¢in ¢ok iyi sonug¢ verdigini bildirmislerdir.

VISHNOI ve KOTHARI (1996), cindar (Setaria italica L. Beauv.) cv. Arjuna
cesidinin 0.5-2.0 cm arasinda degisen olgun olmayan ¢igek durumlarinin, 2.0 mg/l 2,4-
D, 2.0 mg/1 pikloram veya 2.0 mg/l NAA ile 0.5 mg/] kinetin kombinasyonu iceren MS
ortaminda kiiltiire alindigim, embriyonik ve embriyonik olmayan kallus olusum
tiplerinin eksplant boyutlarina ve kiiltiir ortaminda biiytime diizenleyicisinin varligina
bagh olarak degistigini gézlemlemislerdir.

CARDONA ve DUNCAN (1997), 9 adi yalancidan ekotipinin (P1509021, HI1,
Mauna Key, Adalayd, P1299042, K7, SIPV1, K3 ve AP6) olgunlasmams ¢icek
durumlarimn, embriyonik kallus olusumu i¢in eksplant olarak kullanildigin, 2,4-D’nin
4 (0, 1, 2 ve 6 mg/L)) ve BAP’1n 3 konsantrasyonunun 1993 yili boyunca ve 2,4-D’nin 4
konsantrasyonunun (2, 3, 6 ve 10 mg/L) 1994 yili boyunca kallus olusumu icin test
edildigini, Adalayd genotipi diginda tiim ekotipler i¢cin BAP hormonunun etkisinin
onemli ¢ikmadigin, ekotiplerin 2,4-D hormonuna kars: tepkisi desiklik gésterirken, 1
mg/L konsantrasyonunun tiim ekotiplerde etkili oldugu , NAA (0.5-2.0 mg /L ) ve BAP
(1 mg/L) kombinasyonunda tiim genotiplerde 6nemli bir embriyonik tepki gozlenirken,
bu tepkimenin genotiplere bagl olarak degistigini genotipin sadece besinde (P1509021,
HIl, Mauna Key, Adalayd ve PI299042) yiiksek oranda bitki rejenerasyonunun
saglandigini bildirmiglerdir.

CARVALHO ve ark. (1997), tropikal kosullara adapte olmus toplam 113 musir
bitkisinin doku kiiltiirtine verdigi tepkiler bakimindan degerlendirildigini, besi
ortaminda 15 ve 30 pM dicamba ile 88 pM AgNOs’iin olup olmadigi durumlarda kallus

liretimi ve bitki rejenerasyonunda dnemli bir artig gézlendigini, 88 uM AgNO; ve 30
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uM dicamba arasinda sinerjitik bir etki oldugunu, CM-30 Ag ortaminin en iyi doku
kiiltiirti performansina sahip oldugunu bildirmiglerdir.

CELIKTAS ve HATIPOGLU (1997), 9 yazhik durulmus arpa hatti ve gesidi
tizerinde siirdiirdiikleri anter kiiltiirlii aragtirmalarinda; anterleri 0, 7, 14, 21 ve 28 giin
stirelerle +4°C’de on muameleye tabii tuttuklarimi ve bu uygulama siireleri sonunda
farkl derisimlerde (2, 4, 6 ve 8 mg/l) 2,4-D igeren N6 ortaminda kiiltiir ettiklerini, tepki
gosteren anter oranimn bilyilk Slgiide genotipik etki altinda oldugunu saptamiglardir.
Aragtiricilar, genotipe bagli olarak ortalama anter tepki oraninin % 0.00 ile % 1.31
arasinda degistigini, tepki gGsteren anter oraru agisindan 14 giinliik siirenin en ideal
soguk 6n muamele siiresi oldugunu, incelenen 2,4-D derisimlerinin anter tepki oranina
etkilerinin birbirinden farkli olmadigim bildirmektedirler.

GENDY ve ark. (1997), kocadar1 (Sorghum bicolor 1..) bitkisinin iki farkh
¢esidinde siirdiirdiikleri arastirmada; kallus indiiksiyonu, somatik embriyogenesis ve
bitki rejenerasyonunun goézlendigini bildirmislerdir. Arastiricilar, 15 giinliik geng
fideleri ve rejenere olmus bitkilerden alman kék ve epikotilin ince tabakalarimi explant
olarak kullandiklarim, kallus olusumunun genotipe, alinan parganin biiytikliigiine,
epikotil kismina, besi ortamu kompozisyonuna bagimli oldugunu, dicamba yoluyla
epidermisden kompakt kalluslarin olugtugunu, 2,4-D ve kinetin uygulamasmin sulu
yapida kallus meydana getirirken, embriyonik kallus indiiksiyonunda kinetin ve
dicamba’nin 6nemli bir etkiye sahip oldugunu saptamislardir.

KACHHWAHA ve ark. (1997), arpa (Hordeum vuigare L.) cv. RD-57 gesidinin
olgun olmayan embriyolarindan olusan embriyonik kalluslardan, 2 ve 4 mg/l pikloram
iceren MSB ortaminda rejenerasyonun saglandigini, en iyi embriyonik kallus
olusumunun 2 mg/l pikloram igeren MSB ortaminda gozlendigini, bitki rejenerasyonu
i¢in hormon i¢cermeyen MSB ortaminun kullanildigini, rejenere edilen fidelerin hormon
icermeyen MSB ortaminda veya 0.5 mg/1 TAA igeren MSB ortaminda koklendirildigini
bildirmislerdir.

KOSTINA ve ark. (1997), sorgum ve sudanotu bitkilerine ait gesitlerin
olgunlagmamis embriyolarimi ve gen¢ ¢igek salkimlarini modifiye edilmis MS
ortaminda eksplant olarak kullandiklar1 arastirmalarinda; rejenerasyon bakimindan
olgunlagmamis  embriyolarin  {imit vaadettifini, ancak geng¢ ¢igek salkim

segmentlerinden daha iyi sonug alindigim, geng ¢igek salkimlari ortalama % 74.4 (13
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gesitten) morfogenesis gosterirken, bu oramin olgunlagmamis embriyolarda % 20.3
olarak gerceklestigini saptammslardir. Arastiricilar, 0.2-1 cm uzunlugundaki ¢icek
salkimlarindan elde edilen kalluslarin embriyoid olusumunda en yiiksek frekans:
gosterdigini, rejenerasyon oramimmn genotipe bagimhilik gostererek, 0.2-2.5/kiiltiir
arasinda degistigini bildirmiglerdir.

MEKBIB ve ark. (1997), Eragrostis tef Zucc. bitkisinin, Ada, Deschanger,
Gommadie ve Zuccariaginia genotiplerinin, MS besi ortamimin 0, 1, 2.5, 5, 10 mg/l
dicamba, % 2 seker ve % 0.8 agar igerdigi durumlarda yaprak parcalarindan bitki
rejenerasyon caligmasin yapildigini, 1-5 mg/l dicamba konsantrasyonunda yiiksek
siklikta dogrudan somatik embriyogenesis elde edildigini, kullanilan genotiplerin
timiinde 10 mg/l’de dogrudan rejenerasyonun saglanamadifim, kallus olusumunun
yaprak tabanindan uzakligin artmas: ile azaldigim fakat, birkag bitki pargasinda olgun
yapraklarin yaprak uglarinda kallus olusumu elde edildigini, genotipler arasi bir
farkliigin gézlenmedigini bildirmislerdir.

XIAYTI ve ark. (1997), in vitro kiiltiirde 6 yazlik bugday ¢esidine ait bitkilerin
olgun tohumlariyla siirdiirdiikleri arastirmada; genotip, ortam ve tohumun depolanma
stiresinin kallus indiiksiyonuna etkilerinin aragtinldi: ¢alismada, Huanong 400
varyetesinin en iyi sonug verdigini, genotipler arasinda kallus indiiksiyonu agisindan bir
farklilik goriilmezken, bitki rejenerasyonu, kok biiylimesi ve geng bitkilerin biiytime
hizlar1 arasinda farkliliklar oldugunu bildirmislerdir.

XUAN ve ark. (1997), Poa pratensis L. ve Zoysia japonica Steud. bitkilerinin
tohum pargalarindan kallus olusumu ve rejenerasyona bakildigini, en iyi sonucun 10
veya 30 pmol/l dicamba + 0.5 mg/l NAA igeren ortamda saglandigimi, yesil fide
rejenerasyon frekansinin en yiiksek, P. pratensis L. (% 41.9) ve Z. japonica Steud. da
(% 38.1) bulundugunu bildirmislerdir.

AINSLEY ve ARYAN (1998), iki tiritikale (Hx87-138 ve Tahara) genotipinden
alinan 14-21 giinliik olgun embriyolarin, maltoz veya sakkaroz ve 2,4-D veya dicamba
igeren (MS) veya Lazzeri's (L1) besi otamlarinda kiiltiire alindigim, L1 besi ortamimin
MS besi ortamina gore kallus ve somatik embriyogenesis olusturma bakimindan 11 kat
daha iyi sonug¢ verdigini, dicamba varliginda kallus olusturma hzinin daha iyi
oldufunu, takiben rejenerasyonun 2,4-D igeren ortama gore iki kat daha yiiksek
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¢iktigini, maltozun kallus farklilagsmasi boyunca en iyi karbon kaynadi olarak
bulundugunu bildirmiglerdir.

GRIGA (1998), bezelye (Pisum sativum L.) ve yemlik bezelye (Pisum arvense
L.) bitkileri ile Pisum elatius Steven. ve Pisum jomardi Schrank. gibi iki yabani bezelye
bitkisinin apikal siirgiin meristemlerinden 2.5 pM pikloram iceren besi ortaminda
dogrudan somatik embriyogenesisin elde edildigini, birincil somatik embriyoidlerin
izole edilerek ¢imlenme ortamlarina alinmasimn ardindan ¢ok sayida somatik
embriyonun elde edildigini, somatik embriyoidlerin biiylime diizenleyicisi igermeyen
ortamda ¢imlendirilirken, 10 pM TDZ uygulamas: ile somatik embriyoid olusum
hizinin arttirddigini bildirmisgdir.

KIM ve ark. (1998), domuz ayng1 (Dactylis glomerata L.) bitkisinin 5 farkl
¢esidinde, kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun incelendigini, Hapsung-19
¢esidinin en yiiksek kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna sahip oldugunu, sirasiyla
MS ve N6 ortamlar: en iyi sonuglar verirken, kallus olusumu i¢in 3 mg/l dicamba ve
bitki rejenerasyonu igin 1 mg/l NAA + 5 mg/l kinetinin en uygun konsantrasyonlar
oldugunu belirtmislerdir.

LEE ve ark. (1998), domuz ayng (Dactylis glomerata L.) bitkisinin dért farkls
¢esidinin (Amba, Glorus, Key ve Udder) tohumlarindan elde edilen kalluslardan, 1 mg/1
NAA + 5 mg/l kinetin + 30 g/l sakkaroz igeren N6 ortaminda rejenerasyonun
gergeklestigini, N6 ve MS besi ortamlarinin, 1, 2, 3, 5 veya 7 mg/l dicamba igerdigi
durumlarda kargilagtirmalar yapildigini, hem rejenerasyon hem de kallus olusumu igin
en iyi sonucun 3 mg/l dicamba igeren N6 ortamu ve Amba gesidinde saglandigim
bildirmiglerdir.

SUBHADRA ve ark. (1998), nohut (Cicer arietinum L.) ICC435M genotipinin
nodiil olusturmayan kotiledon eksplantlarindan tek bagina BA’min 0.2 ile 1.5 mg/l
dozlarinda veya pikloramin 0.012 mg/l kombinasyonunda siirgiin elde edildigini,
BA’nin 2.0 ile 3.0 mg/l gibi yiiksek konsantrasyonda kotiledon eksplantlarindan
dogrudan siirglinlerin meydana geldigini, rejenere edilen siirgilinlerin tek bagina 1.0 mg/1
IAA igeren veya 0.01 mg/l kinetin konbinasyonunda % 100 kéklendirildigini
bildirmislerdir.

TODOROVA ve ark. (1998), 8 farkli misir genotipinde embriyonik kallus

liretim ylizdelerinin incelendigini, en yiiksek sonucun % 21 olarak bulundugunu, 1-2
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mm embriyo boyutunun en iyi sonucu verdigini, kallus olusumu ve rejenerasyon igin
dicamba’min iyi bir bitki biiylime diizenleyicisi oldugunu belirtmislerdir.

AROCKIASAMY ve IGNACIMUTHU (1999), Paspalum scrobiculatum L.
bitkisinin olgun tohumlarinin dogrudan organik asit ve 2,4-D’nin farkhi
konsantrasyonlarini iceren MS besi ortaminda kallus olusumu i¢in kiiltiire alindigin1 ve
en iyi kallus olusumunun 2.5 mg/l 2,4-D iceren ortamda gézlendigini, bir ay sonra
olusan kalluslarin BAP (0.1, 0.5 ve 1.0 mg/l) ve NAA (0.1°den 0.5 mg/1 kadar) igeren
aym ortamda alt kiiltiire alindiginda, yiiksek oranda (% 100) rejenerasyon saglandigin
bildirmiglerdir.

CAN ve ark. (2000), 6 farkli adi yalanci dar1 ekotipinden alinan geng salkim
segmentlerinin farkli konsantrasyonlarda (2, 4, 6, 8, ve 10 mg/l) 2,4-D igeren MS
ortaminda kallus indiikksiyonu ve bitki rejenerasyon potansiyellerini inceledikleri
¢aligmalarinda, kallus indiiksiyon orami, kallus agirligt ve bitki rejenerasyonunun
ekotiplere ve 2,4-D konsantrasyonlarina bagh olarak degistigini, ekotiplere bagh olarak
kallus indiiksiyon oram % 17.5 ile % 65, petri kutusu bagina kallus agirligi 75.25 ile
365.1 mg ve salkim segmenti bagina gergeklesen rejenerat sayis1 0.263 ile 1.612
arasinda oldugunu ve en yiiksek kallus indiiksiyon orani, kallus agirhgi ve bitki
rejenerasyonu 6 mg/l 2,4-D konsantrasyonundan saglandigini bildirmislerdir.

MOLINARI ve ark. (2001), 10 giinliik Paspalum simplex bitkisinin fidelerinden
elde edilen hipokotil disklerinin kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu agisindan
incelendigini, kallus olugumu igin en iyi besi ortaminin, thiamin-HCL 4 mg/l,
myoinositol 100 mg/l, seker 30 mg/l, 8 gr/l katilagtirict agar ve 2 mg/l 2,4-D + 0.05 mg/l
kinetin iceren MS besi ortamu oldugunu, kallus olugsum ortamindaki kiiltiirlerden 6 hafta
sonra kallus ylizeylerinde erken siirgiinlerin meydana geldigini bildirmislerdir.

VIKRANT ve RASHID (2001), Paspalum scrobulatum L. PSC-1 gesidinin
olgun olmayan ¢igek durumunun basakgik eksenleri iizerinde, yliksek frekansh
dogrudan somatik embriyogenesisin (sirasiyla %34 ve % 30) 9.0 uM 2,4-D iceren MS
ve 4.5 uM 2,4-D iceren N6 ortaminda saglandifmni, gigek primordiast digindaki diger
bitki dokularmin, kallus olusumundan sonra dolayli olarak somatik embriyolar
verdigini, % 0.5°lik aktif karbon igeren temel besi ortaminda 1 hafta inkiibe edilen
somatik embriyolarin, aktif karbon igermeyen ortama alindiginda, yiiksek bir

rejenerasyon potansiyeline sahip oldugunu ilk defa ortaya koyduklarini bildirmislerdir.
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MAGALI ve ark. (2002), Paspalum notatum Fligge. bitkisinin Tifton 9
¢esidinin 9734 adet tohumunun, 30 uM dicamba ve 5 uM BAP igeren MS besi
ortaminda kiiltiire alindigini, %65.7 oraninda ¢inlenme ve %21.4 oraninda embriyonik
kallus olugumu goézlendigini, 5 uM BAP ve 1 uM giberellik asit iceren MS ortamina
aktarildiktan sonra siirgiin olugumunun gergeklestigini, bu siirgiinlerin hormonsuz SH
ortamina aktarildiginda iyi bir kok gelisimi meydana getirdigini bildirmiglerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak, 1998 yilinda Cukurova dogal meralarindan toplanarak
klon halinde M.K.U Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Arastirma Alanina dikilmis 8 farkli

adi yalancidari (Paspalum dilatatum Poir.) klonu kullamlmigtir.
3.2, Yontem
3.2.1. Donor Bitkilerin Yetigtirilmesi

1998 yilinda dogal meralardan toplanarak klon halinde Tarla Bitkileri Aragtirma
alamna dikilmis olan 8 farkli adi yalancidari (Paspalum dilatatum Poir) ekotipinden
alinan bes klon bitkisi doku kiiltiiri aragtirmalarinda kullanilmak tizere, tarla toprag:
kum: ¢iftlik giibresi (2:1:1) karigim oram ile hazirlanmis, 13x13x13 cm boyutlarindaki
toprakla doldurulmus saksilara sagirtilmistir. Bitkiler haftada birkez %8 N + %8 P,O,
iceren s1v1 giibre soliisyonunun %1'lik ¢6zeltisi ile giibréléhmi;s ve yeterince sulanarak

sera kosullarinda yetistirilmistir.
3.2.2. Deneme Plam

Aragtirmada, 8 farkli adi yalancidan ekotipi, temel besi ortami olarak LS
LINSMAIER ve SKOOG (1965), oksin ¢esidi olarak dicamba (3,6-dikloro-
2metoxibenzoikasit)) ve pikloram (4-amino-3,5,6-trikloropiklonik asit) ve bu oksinlerin
4 farkli konsantrasyonunun (2.5 mg/l, 5 mg/l, 7.5 mg/l, 10 mg/l) geng salkimlardan
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisi incelenmistir.

Aragtirma tesadiif parsellerinde boliinen boliinmiis parseller deneme desenine
gore diizenlenmigtir. Ana parselleri ekotipler; alt parselleri dicamba ve pikloram
oksinleri; alt alt parselleri oksin konsantrasyonlar1 (2.5 mg/l, 5 mg/l, 7.5 mg/l, 10 mg/1)
olusturmustur. Her uygulama kombinasyonu dort kez tekrarlanmustir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan besi ortaminin bilesimi

Makro Elementler Konsantrasyon (mg/1)
MgSO.. TH,0 370
KH,PO4 170
KNO; 1900
NH4NO; 1650
CaCI; 2H,0 440
Mikro elementler

H;BO; 6.2
MnSO4. H,O 16.9
ZuS04. TH,O 8.6
Na;Mo0O4. 2H,0 0.25
CuSO4. SH,0 0.025
CoCly. 6H,O 0.025
< 0.83
FeSO4. 7TH,0 27.8
Na,EDTA 37.3
Organik Bilegikler

Sakkaroz (gr) 30
Agar (gr) 10
thiamin-HCI 0.4
Myo-inositol 100.0
pH 5.8

3.2.3. Kullanilan Besi Ortapunin Hazirlamasi

Temel besi ortami olarak LINSMAIER ve SKOOG (1965) (LS) ortami
kullamlmlsﬁr. Bu ortaminin bilesimi Cizelge 1'de gdsterilmistir. Arastirmada kullanilan
temel besi ortami olan LS besi ortaminda birim hacimde bulunmasi gerekli bir gok

maddenin miktarlar1 diisiik oldugundan, bu maddelerin teker teker tartilarak
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hazirlanmas: biiylik zaman kayibina neden olacagindan besi ortamini olugturan gelerin
stok soliisyonlari hazirlanmistir HATIPOGLU, 1995).

3.2.3.1. Makro ve Mikro Elementlerin Stok Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

LS besi ortaminda bulunmasi gerekli olan KI, CoCl, . 6H,0, CuSO, . 5H,0,
Na;MoO; . 2H,0 ve jelat (FeSO; . 7H,0 ve Na,EDTA) disindaki bilesenlerin litrede
bulunmasi gerekli olan miktarlarinin 10 kat1 hassas terazide tartildiktan sonra, igerisinde
200 ml bidestile su bulunan ve bir magnetik karigtirict iizerine yerlestirilmis olan 2
litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave edilmislerdir. Karigimi olusturan elementler
iyice ¢dziindiikten sonra, karigimin hacmi 1 litreye tamamlanmis ve her biri 150 ml
olan, 10 ayn plastik kaplara 100'er ml paylastiriimistir. Kaplarin iizerine yapistirilan
etiketlere besi ortaminin adi, igerdigi makro-mikro elementler ve ortamin yapilis tarihi
yazilarak, buzdolabinin derin dondurucusunda muhafaza edilmistir. KI, CoCl, . H,0,
CuSO4 . 5SH,O ve NayMoO4 . 2H,0 bilesenlerinin ise ayr1 ayr stok soliisyonlar:

hazirlanmaigtir,

3.2.3.2. Jelat (FeSO, . TH;0 ve Na,EDTA) Hazirlanmasi

7.45 gr Na,EDTA bir magnetik karigtiric1 lizerine yerlegtirilmis, 1 litrelik erlen
kabinda 200 ml bidestile su i¢inde eritilmis ve eriyik 90 °C’ye kadar isttilmustir.
Sicaklik belirtilen diizeye eristiginde ¢ozeltiye 5.57 gr FeSQ, ilave edilmis ve iyice
kanstinnlmustir. Daha sonra kangimin sicakligi oda sicaklifina erisinceye kadar
sogutulmug ve karigim hacmi 1 litreye tamamlanmigtir. Hazirlanan jelat koyu renkli
pyrex sise i¢cinde muhafaza edilmistir.

3.2.3.3. Vitamin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Besi ortaminda bulunan thiamin-HCL vitamininin 100 mgh hassas terazide

tartilarak 20-30 ml bidestile suda ¢6ziildiikten sonra hacim 100 ml'ye tamamlanmis ve

pyrex cam sise iginde buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.2.3.4. Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmas

Besi ortami igin gerekli olan dicamba (3,6-dikloro-2 metoksibenzoikasit)) ve
pikloram (4-amino-3,5,6-trikloropiklonik asit) biiytime diizeliyicilerinin  stok
soliisyonlar1, vitaminlerin stok ¢o6zeltisi gibi hazirlanmistir. Dicamba ve pikloram
biiytime diizenleyicilerinin 100 mg" dnce birka¢ damla KOH iginde ¢oziildiikten sonra

hacim 100 ml'ye tamamlanmis ve pyrex sise icinde buzdolabinda muhafaza edilmigtir.

3.2.3.5. Stok Cozeltilerden Yararlanarak Besi Ortaminin
Hazirlanmasi

Aragtirmada kullanilan besi ortaminin hazirlanmas: i¢in agagidaki yontem

izlenmistir.

Karisim I

100 ml'lik makro ve mikro element stok soliisyonu magnetik karistiric: tizerinde
bulunan 1 litrelik pyrex erlenmayer kabina bosaltilarak iyice karigtirilmis ve karnisima
stok soliisyonunda bulunmayan mikro elementlerin gerekli miktarlan stok
soliisyonlarindan ilave edilmistir. Karngimin hacmi bidestile su ile 800 ml'ye
tamamlanmigtir. 800 ml'ye tamamlanan karigimm pH'st 1 N KOH ve HCI ¢6zeltilerinin
yardimiyla 5.8'c getirilmistir. Karigim, dort esit paracaya aynlmis ve her parca 250
ml'lik pyrex siseye doldurulmustur. Her sigseye 2.5 gr agar ilave edilmis ve siselerin
agizlan kapatildiktan sonra aliiminyum kagitla sarilmistir. Siseler i¢indeki karisim I
otoklavda 121°C de ve 1.2 bar basing altinda 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Karisum 11

Igerisinde 50 ml bidestile su bulunan ve bir magnetik kanstirici {izerine
yerlestirilmis olan 250 ml'lik pyrex erlenmayer kabi igine LS besi ortaminda bulunmasi
gerekli olan 30 gr sakkaroz ilave edilip iyice karigtinldiktan sonra 100 mg myo-inositol
ve 0.4 mg/l thiamin-HCI ilave edilmistir. Karigim hacmi bidestile su ile 160 ml'ye

tamamlandiktan sonra, karisim dort esit pargaya aynlmustir. Her pargaya gerekli
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dicamba veya pikloram konsantrasyonu ilave edildikten sonra, karigim hacmi bidestile
su ile 50 ml'ye tamamlanmigtir. Karigim II varyantlarmin pH'lart ayrnn ayn 5.8'e
ayarlanmigtir. Daha sonra karigim II varyantlart steril kabin iginde ucuna steril filtre
takilmi§ emme-basma pompast vasitasiyla steril pyrex cam sise igerisine filtre
edilmigtir.

Otoklavdan ¢ikarlan karnigim I, steril kabin i¢inde bulunan isitilict magnetik
karigtirict - lizerine yerlestirilmistir. Karigimin sicakliginin 60-70°C ye diistiigiinde,
karigim II karigim I’in lizerine ilave edilerek iyice karigtirllmistir. Hazir hale gelen besi
ortami varyantlari, steril kabin iginde steril kiiltiir kaplarina steril pipet yardimiyla
doldurulmustur. Kiiltiir kaplar1 i¢indeki besi ortaminin sicaklifn oda sicakhigina
diistiigtinde, kiiltiir kaplari plastik kaplar i¢ine konulmusg ve kullanilincaya kadar 10 °C
de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Besi Ortamina Konmasi

13x13x13 cm boyutlarindaki saksilara sasirtilan donor bitkilerde bayrak yapragi
goriinme safhasinda olan stirglinler kesilerek icerisinde bir miktar su bulunan agzi
kapakli cam siselere yerlestirilmistir. Bu giseler bir gece +4 °C'de bekletilmistir. Soguk
uygulanan siirgiinler, steril kabin igerisinde dnce % 96'lik alkol ile 2 dakika, daha
sonrada % 20'lik sodium hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Sterilizasyon isleminden sonra siirgiinler 4 kez steril destile su ile yikanmugtir. Sterilize
edilen siirgiinlerden binokiiler altinda 5-20 mm boyundaki geng salkimlar ¢ikartilmgtir.
5 mm'den biiytik salkimlar, skalpel yardimiyla 5'er mm’lik segmentlere ayrilmistir. Her
kiiltiir kabina (60 x15 mm) 5 segment yerlestirilmistir.

3.2.5. Kallus Indiiksiyonu

Besi ortamina yerlestirilen kiiltiirler, iklim dolabinda 25°C'de muhafaza
edilmistir. Kltiirler peryodik olarak binokiiler altinda incelenmis ve kallus olusum faz
sona erdifinde, her petri kutusunda kallus olugturan segmentler sayilmstir. Bu

sayimlardan yararlanarak petri kutusu bagina segmentlerin kallus olusturma oranlar
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yiizde olarak saptanmistir. Ayrica her petri kutusunda olusan kallusun agirlifi 0.1 mg
hassas terazide tartilarak petri kutusu bagina kallus agirlig1 saptanmistur.

3.2.6. Bitki Rejenerasyonu

Tartim: yapilan kalluslar, biiyiime -diizenleyicisi igermeyen rejenerasyon
ortamina aktarilmistir. Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslar 10 giin siire ile
25°C’deki iklim odasinda karanlik kogullarda muhafaza edilmistir. Kallustan siirgiin
olusumu gergeklestiginde kiiltiirler 11kl ortama almmmigtir. Rejenerasyon ortaminda
yeterince biiyliyen bitkiciklerin her uygulama i¢in saymmu yapilmis ve ortama konan

salkim segmenti basina rejenerasyon oram hesaplanmugtir.
3.2.7. Rejenere Olan Bitkiciklerin Gelismesi

Rejenerasyondan sonra bu bitkiciklerin her biri ayri ayn igerisinde 30 ml
gelisme ortami bulunan kiigiik cam tiiplere aktarilmistir. Gelisme ortami; LS ortaminin
igerdigi makro ve mikro element konsantrasyonlarinin yarisini igeren bir ortam olup,
ayrica 20 gr/l Sakkaroz ve 10 gr/l agar icermektedir. Rejenere olan bitkicikler, gelisme
ortaminda bir ay siire ile 25°C'de 151kl ortamda muhafaza edilmistir. Daha sonra bu
tiiplerden ¢ikartilan bitkiler saksilara sagirtilmigtir. Saksilara sasirtilan bitkiler, bir hafta

siire ile plastik ortii altinda muhafaza edilmis ve ortama adaptasyonlar: saglanmigtir.
3.2.8. Arastirmada Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Aragtirmada elde edilen verilere tesadiif parsellerinde boliinen béliinmiis
parseller deneme desenine uygun olarak MSTAT-C istatistik programindan
yararlanilarak varyans analizi uygulanmistir. Varyans analizi uygulanmadan 6nce,
kallus indiksiyon orami degerlerine Arcsin Vx transformasyonu, rejenerasyon orani
degerlerine Vx+0.5 transformasyonu uygulanmistir. Varyans analizi sonucu 6nemli
¢tkan ekotip ortalamalar1 Duncan testine, oksin gesitleri t-testine ve oksin konsantrasyon

ortalamar1 LSD testine gore gruplandirtilmigtr.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Kallus indiiksiyonu

Kiiltiir baglangicindan bir hafta sonra kiiltiirlerde yapilan gozlemlerde salkim
segmentlerinde, hafif bir kararmanin oldugu ¢igek organlarinda herhangi bir degisimin
olmadig: goriilmiistiir (Sekil 4.1). 15. glinde, kararma gosteren salkim segmentlerinin
kesilme yerlerinde, salkim eksenlerinde ve basakg¢iklarda sisme oldugu (Sekil 4.2), dort
hafta sonra yapilan gézlemlerde; ¢igek segmentlerinin, bagak¢iklarinin uzama gésterdigi
ve ¢igek primordialarinin belirgin bir sekilde siskinlestigi izlenmistir. Ayrica bazi
segmentlerin kesim yerlerinde ve bagakgiklarin salkim eksenine baglanma yerlerinde
kallus olusumu gozlenmistir (Sekil 4.3).

Kiiltiir baglangicindan alti hafta sonra olugan kalluslarda belirgin bir bityiimenin
oldugu goriilmistiir. Kiiltiirlerde hem beyaz renkli ve sulu kallus (embriyonik olmayan),
hem de kompakt bir yapiya sahip embriyonik kallusun olustugu ve embriyoidlerin
belirginlestigi gézlenmistir (Sekil 4.4).

Adi yalancidan bitkisinin gen¢ salkim segmentlerinden kallus ve siirgiin
inditksiyonu ile ilgili gdzlemlerimiz, BOVO ve MROGINSKI (1986)’mn ayni tiir
bitkinin gen¢ salkim segmentlerinden olusan kallus indiiksiyonu ile ilgili gézlemlerini
desteklemektedir. Ayrica, METZINGER ve ark. (1987)’nin Bothriochloa sp. bitkisinin
geng salkimlarinin in vitro kiiltiiriinde, arastirmamizda gozledigimiz reaksiyona benzer
reaksiyonlar gézlemiglerdir.

Ancak, AKASHI ve ADACHI (1992a) aym tiire ait bitkilerin geng salkimlarinin
in vitro kiiltiirtinde, yalnizca embriyonik kallusun olustugunu bildirmektedirler.

VIKRANT ve RASHID (2001)’in aym: bitkinin farkli bir tiirii ile yaptiklan
¢aligmada, hem dogrudan somatik embriyogenesis hem de kallus olusumunun meydana
geldigi bildirilmektedir.



Sekil 4.1. Adi yalancidan bitkisi salkim segmentlerinde hafif bir kararma-oldugu halde
¢icek organlarinda herhangi bir degisimin olmamasi(kiiltiir baglangicindan bir
hafta sonra)

Sekil 4.2. Adi yalancidar: bitkisinin salkim segmentlerinin kesilme yerlerinde, salkim
eksenlerinde ve basakgiklarda sisme (kiiltiir baglangicindan iki hafta sonra)



Sekil 4.3. Adi yalancidar bitkisinin bazi segmentlerinin kesim yerlerinde ve
bagakgiklarin salkim eksenine baglanma yerlerinde kallus olusumu (kiiltiir
baslangicindan dort hafta sonra) ‘

Sekil 4.4. Kiiltiirlerde hem beyaz renkli ve sulu kallus (embriyonik olmayan), hem de
kompakt bir yapiya sahip embriyonik kallusun olusumu (kiiltiir
baslangicindanalti hafta sonra)
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4.1.1. Kallus indiiksiyon Oram

Iki farkli oksin ¢esidinin dért farkli konsantrasyonunu igeren LS besi ortaminda
kiiltiire alinan 8 adi yalancidar ekotipine ait salkim segmentlerinin kallus olugturma
oranlarina uygulanan varyans analiz sonuglan Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1°de izlendigi gibi geng salkim segmentlerinin kallus olusturma oran;
ekotip, oksin gesidi x oksin konsantrasyon interaksiyonu, ekotip x oksin g¢esidi x oksin

konsantrasyon interaksiyonlarindan 6nemli derecede etkilenmistir.

Cizelge 4.1. Farkhh adi yalancidann ekotiplerinde, oksin ¢esidi ve oksin
konsantrasyonunun gen¢ salkimlardan kallus olusum oramina etkisi ile
ilgili varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynag1 Serbestlik  Kareler Ortalamasi F Degeri
Derecesi

Tekerriir 3 537.113 0.6799

Ekotip % 3755.031 4.7534 **

Hata-1 21 789.966

Oksin Cesidi 1 887.203 0.4671

EkotipxOksin 7 2551.337 1.3431

Hata-2 24 1899.552

Konsantrasyon 3 1547.668 2.0394

EkotipxKonsantrasyon 21 463.732 0.6111

OksinxKonsantrasyon 3 27918.560 36.7895 **

EkotipxOksinxKonsantrasyon 21 1461.179 1.9255 *

Hata-3 144 758.872

Genel 255

*p<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak snemli
*¥*p<0.01 hata sinirlan iginde istatistiksel olarak Snemli

4.1.1.1. Eketipin Etkisi

Aragtirmada kullanilan farkli adi yalancidan ekotiplerinde ortaya ¢ikan kallus
indiiksiyon oranlar1 Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 incelendiginde, ekotiplere bagli olarak ortalama kallus olusum
oramnin % 21.88 ile % 60.15 arasinda degistigi gorillmektedir. 2 numarali ekotip, en
yiiksek kallus olusum oranimi gdsteren ekotip olmus ve 1 ve 8 numaral ekotipler de 2

no’lu ekotip ile istatistiki olarak farkli olmayan kallus olusum oranlar1 géstermistir. 3, 5,
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6 numaral1 ekotipler daha diisiik oranda kallus olusum orani gosterirken, 4 ve 7 no’lu
ekotipler en diisiik kallus olusum oranini géstermistir.

Arastirmamizda ortaya ¢ikan farkli adi yalancidari ekotiplerinin farkli kallus
indiiksiyon oranlar1 géstermesi ile ilgili bulgularimiz, AKASHI ve ADACHI (1992b),
CARDONA ve DUNCAN (1997) ve CAN ve ark. (2000)’min aym bitki ile ilgili
bulgularina benzerlik géstermektedir.

Cizelge 4.2. Farkl1 adi yalancidan ekotiplerinde ortalama kallus indiiksiyon oranlari (%)

Ekotip No Kallus Indiiksiyon Oram
1 36.72
*(33.43) AB*
2 60.15
(53.80) A
3 34.38
(31.12) B
4 21.88
(20.46) B
5 30.47
(28.77) B
6 32.82
(29.28) B
7 21.88
(2091) B
8 44.53
(4037) AB
Ortalama 35.35
(32.267)

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gre p<0.05 hata sinirlar1 iginde istatistiksel olarak
farkl: degildir.
*Ag1 degerleri

Farkli ekotip ve genotiplerin farkli kallus indiiksiyon oranlan gostermesi ile
ilgili bulgularimiz, KISHOR ve ark. (1992), AKASHI ve ADACHI (1993) ve MAGALI
ve ark. (2002) ‘min aym bitkinin farkl tiirlerinde, NAKAMURA ve KELLER (1982),
MADDOCK ve ark. (1983), DUNCAN ve ark. (1985), MARSOLAIS ve KASHA
(1985), HANNING ve CONGER (1986), KRESOVICH ve ark. (1986), AHN ve ark.
(1987), FOROUGHI-WEHR ve MIX. (1988), LORZ ve ark. (1988), GLAND ve
HATIPOGLU (1989), PAREDDY ve PETOLINO (1990), REDDY ve VAINYANATH
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(1990), EIZENGA ve DAHLEEN (1991), HATIPOGLU (1991), ABD-EL MAKSOUD
ve BEDO (1993), HATIPOGLU ve ark. (1993), CAN ve ark. (1994), DIAS ve ark.
(1994), FURINI ve JEWELL (1994), HATIPOGLU ve ark. (1994), FURINI ve
JEWELL (1995), HATIPOGLU ve DOGRAMACI (1995), AFSHAR ve ark. (1996),
FENNEL ve ark. (1996), CELIKTAS ve HATIPOGLU (1997), GENDY ve ark. (1997),
HUAJUN ve ark. (1997), KIM ve ark. (1998)’ nin c¢esitli bugdaygillerle yiiriittiikleri
arastirmalarinda elde ettikleri bulgular1 desteklemektedir.

Aragtirmamizda, farkli ekotiplerin farklh kallus indiiksiyon oranlan
gbstermesinin nedeni olarak, genetik yapi farkliligy gosterilebilir. Nitekim, bitki
tirlerinde in vitro reaksiyonun genlerle kontrol edildigi, uygun gen kombinasyonlarini
tasgimayan genotiplerin iyi reaksiyon gOstermedigi aragtirmalarla kamtlanmig
durumdadir (GALIBA ve ark., 1986).

4.1.1.2. Oksin Cesidi x Oksin Konsantrasyonu, Ekotip x Oksin
Cesidi x Oksin Konsantrasyon Etkisi

Arastirma bulgulan, kullamlan oksin ¢esidi ve oksin konsantrasyon
interaksiyonunun kallus olusum orammna etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu
gostermistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli oksinlerde farkli konsantrasyonlarin ortalama kallus olusum oranina

(%) etkisi
Konsantrasyonlar Oksinler Ortalama
(mg/l) Dicamba Pikloram
2.5 55.5 8.6 32.0
(50.086) AB * (8.435) D* (29.260)
5 39.8 18.0 28.9
(38.006) BC (163149 D (27.160)
7.5 21.9 61.7 41.8
(20.010) CD (55.640) A (37.825)
10 14.1 63.3 38.7
(13.519) D (56.126) A (34.823)
Ortalama 32.825 (37.9)
(30.405) (32.628)

*Aym siitunda benzer harfle gosterilen oksin gesidi x oksin konsantrasyonu interaksiyonu ortalamalari
Duncan testine gére p<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak farkli degildir.
*Agt degerleri
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Konsantrasyonlarin etkisi oksin gesitlerine bagh olarak degismistir. En yiiksek
kallus indiiksiyon orani (% 63.3) pikloramun 10 mg/I’lik konsantrasyonundan elde
edilirken, aymt oksinin 7.5 mg/l’lik konsantrasyonu ile dicambanin 2.5 mg/1’lik
konsantrasyonlarindan istatistiksel olarak farkli olmayan kallus indiiksiyon orani
olusmustur. En diisik kallus indiiksiyon orani pikloramin 2.5 mg/1’lik
konsantrasyonundan (% 8.6) elde edilirken, ayn: oksinin 5 mg/1’lik konsantrasyonu ile
dicambanin 7.5 ve 10 mg/’lik konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamigtir. Kallus olusum oranlarinda, dicamba oksininin 2.5 mg/I’lik
konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyonlarda, pikloramin ise 7.5 mg/I’den daha
diisiik konsantrasyonlarinda bir azalma egilimi ortaya ¢ikmugtir. Aragtirmada saptanan
bu bulgular, adi yalancidar bitkisinin geng¢ salkimlardan kallus olusturmada optimum
dicamba konsantrasyonun 2.5 mg/l, pikloram konsantrasyonun ise 7.5-10 mg/l
oldugunu gostermektedir.

Arastirmada kallus indiiksiyon oraminin oksin g¢esidi ve konsantrasyonlarina
bagli olarak onemli derecede farklilik gdstermesi ile ilgili bulgularimiz, MARSOLAIS
ve KASHA (1985), GLAND ve HATIPOGLU (1989), EIZENGA ve DAHLEN (1991),
AKASHI ve ADACHI (1992b), LAJONCHERE ve ark. (1993), PIUS ve ark (1994),
SON ve ark. (1995), CARDONA ve DUNCAN (1997)’'nin arastirma bulgularmna
benzerlik gostermektedir.

Ayrica aragtrmamizda elde edilen sonuglar, ekotip x oksin x konsantrasyon
interaksiyonunun kallus indiiksiyon oranina etkilerinin nemli derecede farkli oldugunu
gOstermistir (Sekil 4.5).

En yiiksek kallus indiiksiyon orani 8 no’lu ekotipin, 7.5 ve 10 mg/I’lik pikloram
konsantrasyonlarindan saglanmigtir. Ancak, 10 mg/l pikloram oksin konsantrasyonunun
kullanildig 1, 3, 4, 5 ve 7°nolu ekotiplerde elde edilen ortalama kallus olusum oranlart
ile aym oksinin 7.5 mg/l konsantrasyonunun kullamldigi 2, 3, 4, 6 ve 7 no’lu
ekotiplerin kallus olusum oranlarinda istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir.
Ayrica, dicamba oksininin 2.5 mg/I’lik konsantrasyonunda 1, 2, 3, 5 ve 8’nolu ekotipler
ile ayni oksinin 5 mg/I’lik konsantrasyonunda, 2, 3,ve 8 nolu ekotipler de istatistiksel
olarak farkli olmayan kallus indiiksiyon oranlari meydana getirmislerdir.

2 no’lu ekotip, dicambamin kullamldig: tiim konsantrasyonlarda istatistiksel

olarak farkli olmayan yiiksek oranda kallus indiiksiyon oram olusturmustur. Genel
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olarak dicambanin 2.5 mg/I’lik konsantrasyonunun kullanmldig1 ortamda kiiltiir edilen 4,
6 ve 7 no’lu ekotipler ile pikloramm 7.5 mg/l’lik konsantrasyonunda 1 ve 5 no’lu
ekotipler ve pikloramin 10 mg/1’lik konsantrasyonunda kiiltiir edilen 2 ve 6 no’lu
ekotiplerin diginda kalan tiim ekotipler istatistiki olarak farkli olmayan daha yiiksek
kallus olusumu saglamislardir.

Ayrica, dicambanin kullamldig: tiim konsantrasyonlarda 4, 6 ve 7 no’lu ekotipler
daha diisiik kallus indiiksiyon oram: meydana getirmislerdir.

Kallus indiiksiyon orami agisindan ekotiplerin farkli oksin konsantrasyonlarina
farkli gekilde reaksiyon vermesinin nedeni olarak; ekotiplerin, genotipik Ozellikleri
nedeniyle geng salkimlarin kiiltiire alinmalar1 sirasindaki fizyolojik durumlar ile bu
fizyolojik duruma bagli olarak igerdikleri endojen hormon diizeylerinin farklilik
gostermesi ve ortama ilave edilen oksinlerin metabolize edilme hz ve miktarimin

genotipe bagl olarak degismesi gsterilebilir.
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4.2. Kallus Agirhg

Iki farkli oksinin, dort farkli konsantrasyonunu igeren LS besi ortaminda kiiltiire
alinan 8 adi yalancidan ekotipine ait salkim segmentlerinden olusan kallus agirligina
uygulanan varyans analiz sonuglari Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4°de izlendigi gibi gen¢ salkim segmentlerinden olusan ortalama
kallus agirligy; ekotip, ekotip x- oksin interaksiyonu, konsantrasyon, oksin x
konsantrasyon interaksiyonu, ekotip x oksin x konsantrasyon interaksiyonlarindan
6nemli derecede etkilenmisgtir.

Cizelge 4.4. Farklh adi yalancidari ekotiplerinde, oksin g¢esidi ve oksin

konsantrasyonunun geng salkimlardan olusan kallus agirligina etkisi ile
ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynag1 Serbestlik  Kareler Ortalamasi F Degeri
Derecesi
Tekerriir 3 13320.899 0.3774
Ekotip 7 279202.999 7.9105 **
Hata-1 21 35295.313
Oksin Cesidi 1 217176.979 2.4540
EkotipxOksin 7 294798.974 3.3311 *
Hata-2 24 88499.736
Konsantrasyon 3 206754.003 5.0877 **
EkotipxKonsantrasyon 21 55206.211 1.3585
OksinxKonsantrasyon 3 1714103.792 42,1797 **
EkotipxOksinxKonsantrasyon 21 89977.311 22141 **
Hata-3 144 40638.112 0.3774
Genel 255

*p<0.05 hata sinirlart icinde istatistiksel olarak 6nemli
**1<0.01 hata smirlan iginde istatistiksel olarak 6nemli

4.2.1. Ekotipin Etkisi

Arastirmada kullamlan 8 farkli adi yalancidan ekotipinde ortaya ¢ikan ortalama
kallus agirliklan Cizelge 4.5’de verilmisgtir.
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Cizelge 4.5. Farkhh adi yalancidan ekotiplerinde olusan ortalama kallus agirliklan

(mg/petri kutusu)
Ekotip No Kallus Agirhg
1 145.5 BC*
2 380.3 A
3 287.1 AB
4 136.4 C
5 1332 C
6 152.7 BC
7 146.5 BC
8 268.8 ABC
Ortalama 206.3

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0.05 hata sinirlari i¢inde istatistiksel olarak
farkli degildir.

Cizelge 4.5 incelendiginde, ekotiplere baglh olarak ortalama kallus agirlhiginin
133.2 ile 380.3 mg/petri kutusu arasinda degistigi goriilmektedir. En yiiksek kallus
agirh@ 2 numarali ekotipte olusurken, 3 ve 8 numaralt ekotipler 2’nolu ekotipten
istatistiki olarak farkli olmayan ortalama kallus agirligs meydana getirmistir. 1, 4, 5, 6
ve 7 numarali ekotiplerde daha diigiik kallus agirligi olusurken en diisiik kallus
agirliginin 4 ve 5 numarali ekotiplerde ortaya gikti1 saptanmgtir.

Aragtirmada, farkli adi yalancidari ekotiplerinin farkli kallus agirlig1 géstermesi
ile ilgili bulgularimiz, GLAND ve HATIPOGLU (1989), HATIPOGLU ve ark. (1993),
CAN ve ark. (1994), ASFHAR ve ark. (1996) ve CAN ve ark. (2000)’min degisik
bugdaygillerin geng ¢icek salkimlariyla stirdiirdiikleri arastirmalarda elde ettikleri
bulgulan desteklemektedir. Diger taraftan, ekotiplerin ortalama kallus indiiksiyon orant
ile ortalama kallus agirliklan incelendiginde, genellikle yiiksek kallus indiiksiyon oram

gosteren ekotiplerin yliksek kallus agirlif1 gosterdigi ortaya ¢ikmaktadar.

4.2.2. Ekotip x Oksin Cesidi Interaksiyon Etkisi

Oksin cesitlerinin ortalama kallus agirligina etkisi, ekotiplere bagh olarak
farklilik g6stermektedir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Farkli oksin gesitlerinin farkli ekotiplerde ortalama kallus agirligy olugum
oranina etkisi (mg/petri kutusu)

Ekotipler Oksinler Ortalama
Dicamba Pikloram

1 116.9 CD 174.1 BCD* 145.5
2 5702 A 190.2 BCD 380.3
3 254.1 BCD 320.0 BC 287.1
4 509 D 221.7 BCD 136.4
5 97.5 CD 168.9 BCD 133.2
6 1247 CD 180.6 BCD 152.7
7 66.2 CD 226.6 BCD 146.5
8 136.6 CD 401.0 AB 268.8

Ortalama 177.1 2354 206.3

*Aym siitunda benzer harfle gosterilen ekotip x oksin cesidi interaksiyonu ortalamalar1 Duncan testine
gore p<0.05 hata siurlan iginde istatistiksel olarak farkh degildir.

En yiiksek kallus agirhigi 570.2 mg/petri ile 2 numarali ekotipin dicamba
oksinini igeren besi ortaminda kiiltiir edilmesinden saglanmasina karsin, 8 numaral
ekotipin pikloramli ortamda olusturdugu kallus agirligindan istatistiki olarak bir
farklilik gostermemigtir. En diisiik ortalama kallus agirhigi dicambanin kullamldig: 4
no’lu ekotipte olusmustur. Ancak 1, 3, 5, 6 ve 7’inci ekotipler hem dicamba hem de
pikloram iceren ortamda istatistiki olarak farkli olmayan kallus agirliklan
olusturmuslardir.

Dicamba ve pikloram oksinlerinin kallus agirlign acisindan etkinliklerinin
ekotiplere baglh olarak degismesi, ekotiplerin eksplant alinmasi sirasindaki fizyolojik
durumu ile agiklanabilir. Ekotiplerin bu devrede bulunduklar fizyolojik durum; biiyiime
diizenleyicilerinin sentezi, tasinmasi ve yarayishligim etkileyebilir (VASIL, 1987).
Diger taraftan, farkli ekotiplerin farkli oksinleri metabololize edebilme yetenekleri de
farkli oksinlerin farkli ekotiplerde kallus agirhigi agisindan farkli etkinlik gostermelerine
neden olabilir (CLOSE ve LUDEMAN, 1987).
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4.2.3. Konsantrasyon , Oksin Cesidi x Konsantrasyon ve Ekotip x
Oksin Cesidi x Konsantrasyon Etkisi

Arastirma bulgulary, kullanilan oksin konsantrasyonlarinin kallus agirlhiina
etkisinin 6nemli derecede farkli oldugunu géstermistir (Cizelge 4.7).
Cizelge 4.7. Farkli oksin konsantrasyonlarimin ortalama kallus agirlifina (mg/petri

kutusu) etkisi
Kosantrasyonlar (mg/1) Kallus Agirlig:
2.5 161.0 BC*
5 1535 C
7.5 259.0 A
10 251.8 AB
Ortalama 06.325

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0.05 hata smrlan iginde istatistiksel olarak
farkl degildir.

7.5 mg/I’lik oksin konsantrasyonu petri kutusu bagina ortalama 259.0 mg ile en
yiksek kallus agirlifn meydana getiritken, 10 mg/I’lik oksin konsantrasyonundan
istatistiksel olarak farksiz bulunmustur.

En disiik kallus agirlign 153.5 mg ile 5 mg/l oksin konsantrasyonunda
gozlenirken, 2.5 mg/’lik oksin konsantrasyonu ile istatistiki olarak bir farklilik
olusturmamusgtir.

Ayrica, konsantrasyonlarin etkisi oksin ¢esitlerine bagli olarak degismistir
(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Farkhi konsantrasyonlarin farkli oksinlerde ortalama kallus agirligina

(mg/petri kutusu) etkisi
Konsantrasyonlar Oksinler Ortalama
(mg/1) Dicamba Pikloram
2.5 292.2 AB 29.8 C* 161.0
5 246.1 B . 60.7C 153.4
7.5 91.6 C 4264 A 259.0
10 78.7C 4247 A 251.7
Ortalama 177.1 2354

*Aym situnda benzer harfle gosterilen oksin gesidi x oksin konsantrasyonu interaksiyonu ortalamalar:
Duncan testine gtre p<0.05 hata sinirlar: i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.
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Nitekim, pikloramin 7.5 mg/I’lik konsantrasyonunda en yliksek kallus agirhig:
(426.4 mg/petri) saglanmasmna karsilik, ayni oksinin 10 mg/l konsantrasyonu ile
dicambanin 2.5 mg/’lik konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak farkli olmayan
kallus agirliklan elde edilmistir. Arastirma bulgulari, pikloramin 7.5 veya 10 mg/l’lik
konsantrasyonlarindan daha diigiik konsantrasyonlarinda ve dicambamin 2.5 mg/I’lik
konsantrasyonundan daha yiiksek oksin konsantrasyonlarinda kallus agirliginda bir
azalmanin oldugu ortaya ¢ikmugtir.

Aragtirmada, konsantrasyonlarin kallus agirlig: iizerindeki etkisinin farkli ekotip
x oksin kombinasyonlarinda farkli oldugu saptanmigtir (Sekil 4.6). |

En yiksek kallus agirhgi 8 no’lu ekotipin, 10 mg/l’lik pikloram oksin
konsantrasyonundan saglanmistir. Ancak, 10 mg /1 pikloram oksin konsantrasyonunun
kullamidif1 3, 5 ve 7’nolu ekotiplerin olusturdugu ortalama kallus agirhig: ile ayni
oksinin 7.5 mg/l konsantrasyonunun kullanildigi 3, 4, ve 7 no’lu ekotiplerden
istatistiksel olarak farkli olmayan kallus aguhign meydana gelmistir. Ayrica, 2 no’lu
ekotip kallus indiiksiyon oraminda oldugu gibi dicambanin kullanildigs tiim
konsantrasyonlar ile 3’nolu ekotipin 5Smg/l’lik oksin konsantrasyonunda, istatistiksel
olarak farkli olmayan ortalama kallus agirli§1 meydana gelmistir.

Genel olarak 2 no’lu ekotip hari¢ dicambanmin 2.5 ve 5 mg/l’lik
konsantrasyonlarindan daha yiiksek, pikloramin 7.5 mg/I’lik konsantrasyonundan daha
az konsantrasyonlarda daha diistik kallus agirhig olusmustur.

Aragtirmada kallus agirlifinin konsantrasyonlara bagli olarak onemli derecede
farklihk gostermesi ile ilgili bulgularimiz, CHEN ve ark. (1977), CONGER ve
CARABIA (1978), LINCOLN ve ARMHERST (1985), GLAND ve HATIPOGLU
(1989) ve CAN ve ark. (2000 mn bulgulan ile benzerlik gostermektedir.
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4.3. Bitki Rejenerasyonu

Kiiltiirler, kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra indiiksiyon ortamindan
rejenerasyon ortamina aktarilacak hale gelmistir (Sekil 4.7). Rejenerasyon ortamina
aktarilan kalluslardan karanlik kosullarda 7-10 giin i¢inde rejenerasyon ger@eklesmistir
(Sekil 4.8).

Rejenerasyon ortaminda olusan siirgiinlerde, 1sikli ortamda 3-4 giin i¢inde
klorofil olusumu gozlenmigtir (Sekil 4.9). 3 haftalik siireg sonunda, kiiltirler yaklagik
olarak 10 mm boylanmustir (Sekil 4.10). Gelisme ortamina aktarilan bitkicikler iig
haftalik kiiltlir sonunda sakstya sasirtilabilecek biiyiikliige erismistir. Saksilara sagirtilan
bitkiler ortama uyum saglamalan i¢in bir hafta siire ile serada plastik ortii altinda
tutulmugtur. Bu siire igerisinde bazi rejeneratlar 6lmiislerdir. Uyum saglayan bitkicikler
sera kosullarinda giiglii bir gelisme gostererek bol miktarda kardeslenmiglerdir (Sekil
4.11).

4.3.1. Rejenerasyon Orani

Iki farkl1 oksin gesidinin, d6rt farkli konsantrasyonunu iceren LS besi ortaminda
kiiltiire alinan 8 adi yalancidan ekotipine ait salkim segmentlerinde olugan rejenerasyon
oranina uygulanan varyans analiz sonuglart Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Farklh adi yalancidarnt ekotiplerinde, oksin ¢esidi ve oksin

konsantrasyonunun geng¢ salkimlardan olugan bitki rejenerasyon oramna
etkisi ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Tekerriir 3 49.483 1.3840

Ekotip 7 186.040 5.2033 **

Hata-1 21 35.754

Oksin Cesidi 1 183.941 2.4747

EkotipxOksin 7 69.504 0.9351

Hata-2 24 74.329

Konsantrasyon 3 179.546 52910 **

EkotipxKonst 21 24.959 0.7355

OksinxKonst. 3 1054.233 31.0667 **

Eko.xOks.xKons. 21 46.819 1.3797

Hata-3 144 33.934

Genel 255

**p<0.01 hata smurlar i¢inde istatistiksel olarak Snemli



Sekil 4.7. Rejenerasyon ortamina aktarilacak hale gelmis embriyonik kalluslar (kiiltiir

baslangicindan 8 hafta sonra)

Sekil 4.8. Somatik embriyolardan bitki
sonra)

rejenerasyonu (kiiltiir baglangicindan 9 hafta



"

sonra)

Sekil 4.10. Rejenerasyon ortaminda 10 mm kadar boylanan bitkicikler (kiiltiir
baslangicindan 11 hafta sonra)



Sekil 4.11. Saksida kardeslenmis olan rejenerat (kiiltiir baglangicindan 16 hafta sonra)
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Cizelge 4.9°da izlendigi gibi geng salkim segmentlerinden olusan rejenerasyon
orani; ekotip, konsantrasyon ve oksin x konsantrasyon interaksiyonundan 6nemli

derecede etkilenmistir.

4.3.1.1. Ekotipin Etkisi

Arastrmada kullanilan farklh adi yalancidari ekotiplerinde ortaya ¢ikan

rejenerasyon oranlari Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli adi yalancidari ekotiplerinde ortalama rejenerasyon oranlar
(rejenerat / salkim segmenti)

Ekotip No Rejenerasyon Orant
1 1.047
" (1.150) B*
2 2.719
(1.679) A
3 1.609
(1.240) B
4 0.797
(1.026) B
5 1.047
(1.140) B
6 1.305
(1.217) B
7 1.273
(1.128) B
8 1.773
(1.373) AB
Ortalama 1.446
(1.204)
*Benzer harfle gdsterilen ortalamalar Duncan testine gére p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak
farkl degildir.
*Agt degerleri

Iki farkli oksin ile her oksinin dort farkli konsantrasyonunda kiltire alinan 8
ekotipin 1024 salkim segmentinden toplam 1479 adet rejenerat elde edilmis ve tiim
varyantlarin ortalamasi olarak segment basina ortalama 1.444 bitki elde edilmistir.

Cizelge 4.10°da incelendiginde, ekotiplere bagli olarak salkim segmenti basina

oy

ortalama rejenerasyon orammn 0.797 ile 2.719 arasinda degistigi goriilmektedir. 2
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numarali ekotip ortalama 2.719 rejenerasyon orani ile en yiiksek degeri gosterirken, 8
no’lu ekotip 1.773 rejenerasyon orani ile 2 numarali ekotipten istatistiki olarak farklilik
gOstermemistir. 1, 3, 4, 5, 6 ve 7 numarali ekotipler 2 ve 8 numarali ekotiplere gore
daha diigiik rejenerasyon oram gostermelerine karsilik, birbirleri arasinda rejenerasyon
orani bakimindan istatistiki olarak bir farklilik gzlenmemistir.

Aragtirmamizda ortaya ¢ikan farkli adi yalancidan ekotiplerinin farkl
rejenerasyon oranlar1 gdstermesi ile ilgili bulgularimiz, FOROUGHI-WEHR ve MIX.
(1988), LORZ ve ark. (1988), GLAND ve HATIPOGLU (1989), AKASHI ve ADACHI
(1993), HATIPOGLU ve ark. (1993), CAN ve ark. (1994), BOHOROVA ve ark.
(1995b), HATIPOGLU ve DOGRAMACI (1995), CARDONA ve DUNCAN (1997),
KOSTINA ve ark. (1997), XIAYI ve ark.(1997), KIM ve ark. (1998), CAN ve ark.
(2000y’min degisik bugdaygillerle siirdiirdiikleri arastirma bulgularina benzerlik
gostermektedir.

Arastirmamizda ekotiplere bagli olarak rejenerasyon orammin 0.79-2.72
(rejenerat/salkim segmenti) arasinda degismesine neden olarak, ekotiplerin genetik
farklilign gosterilebilir. Nitekim; HATIPOGLU, (1995)° nun aym tiir igerisindeki farkli
genotiplerin in vitro kiiltiirde farkh reaksiyon gdstermesinin, s6z konusu genotiplerin
genetik yapilarindan kaynaklandigy, in vitro kiiltiirde reaksiyonun géﬁlerin kontrolii

altinda oldugunu bildirmesi bu goriiglerimizi desteklemektedir.
4.3.1.2. Konsantrasyon, Oksin x Konsantrasyon Etkisi

Aragtirma bulgular1 kullamlan oksin konsantrasyonlarinin rejenerasyon oranina
etkisinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.11.).

Segment bagina ortalama 1.938 rejenerat ile en yliksek ortalama rejenerasyon
oram1 7.5 mg/I’lik oksin igeren ortamda ortaya ¢ikmasina karsilik, 10 mg/I’lik oksin
konsantrasyonu ile istatistiki olarak bir farklilik géstermemistir.

Bu oksin konsantrasyonlarini ortalama rejenerasyon orani bakimindan sirayla 5
mg/l ve 2.5 mgMlik oksin konsantrasyonlarinin izlemesine karsilik, bu iki

konsantrasyon arasinda istatistiki olarak bir farklilik gézlenmemistir.
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Cizelge 4.11. Farkhi oksin konsantrasyonlarinin ortalama rejenerasyon oranina
(rejenerat/salkim segmenti ) etkisi

Kosantrasyonlar Rejenerasyon Orant
(mg/l)
2.5 1.016
*(1.121) B*
5 1.195
(1.174) B
7.5 1.938
(1.372) A
10 1.637
(1.309) AB
Ortalama 1.4465
(1.244)

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0.05 hata sinirlant iginde istatistiksel olarak

farkli degildir.
*Ac1 degerleri

Ancak, varyans analiz sonuglari konsantrasyonun rejenerasyon oranna etkisinin

oksinlere bagli olarak degistigini ortaya koymaktadir (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. Farkli konsantrasyonlarin farkl1 oksinlerde ortalama rejenerasyon oranina
(rejenerat / salkim segmenti ) etkisi

Konsantrasyonlar Oksinler Ortalama
Dicamba Pikloram
2.5 mg/l 1.750 0.281 1.015
(1.405) AB *(0.8371) C* (L.121)
5 mg/1 1.789 0.602 1.195
(1.392) B (0.9558) C (1.173)
7.5 mg/l 0.781 3.094 1.937
(1.015C (1.729) A (1.372)
10 mg/1 0.617 2.656 1.636
(0.9512) C __(1.666) AB (1.308)
Ortalama 1.234 1.658
(1.1908) (1.2969)

* Ay siitunda benzer harfle gosterilen oksin gesidi x oksin konsantrasyonu interaksiyonu ortalamalart
Duncan testine gbre p<0.05 hata smirlari iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

En yiiksek ortalama rejenerasyon oram (3.094 rejenerat/salkim segmenti)

pikloramm 10 mg/I’lik konsantrasyonundan elde edilirken, ayni oksinin 7.5 mg/I’lik
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konsantrasyonu ile dicambanin 2.5 mg/I’lik konsantrasyonlarindan istatistiksel olarak
farkli olmayan ortalama rejenerasyon orani olugmustur. En diigiik rejenerasyon orami
pikloramin 2.5 mg/’lik konsantrasyonundan (0.281 rejenerat/salkim segmenti) elde
edilirken, aym oksinin 5 mg/I’lik konsantrasyonu ile dicambanin 7.5 ve 10 mg/1’lik
konsantrasyonlarindan istatistiksel olarak farkli olmayan ortalama rejenerasyon orani
olusmugtur. Kallus indiiksiyon oramininda oldugu gibi rejenerasyon oranlarinda da
dicambanin 2.5 mg/l’den daha yiiksek konsantrasyonlarinda, pikloramin ise 7.5
mg/l’den daha diisiikk konsatrasyonlarinda bir azalma egilimi ortaya g¢ikmustir.
Arastirmada saptanan bu bulgular adi yalancidan bitkisinin gen¢ salkimlardan kallus
olusturma ve rejenerasyon igin optimum dicamba konsantrasyonunun 2.5 mg/l,
pikloram konsantrasyonunun ise 7.5-10 mg/l oldugunu gostermektedir.

Aragtirmada rejenerasyon oraninin oksin konsantrasyonuna bagh olarak farklilik
gostermesi ile ilgili bulgulanmiz; GLAND ve HATIPOGLU (1989), LAJONCHERE ve
ark. (1993), BOHOROVA ve ark. (1995b), FURINI ve JEWELL (1995), CARDONA
ve DUNCAN (1997), KACHHWAHA ve ark. (1997), KIM ve ark. (1998), LEE ve ark.
(1998) ve CAN ve ark. (2000)’ nin bulgularina benzemektedir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada, 1998 yilinda dogal meralardan toplanarak klon halinde M.K.U
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Aragtirma Alanina dikilmis olan 8 farkl adi yalancidari
(Paspalum dilatatum Poir) ekotipinden alinan geng ¢igek salkimlarinin in vitro kiiltiirde
eksplant olarak kullanilma olanaklar aragtirilmstir.

In vitro kiiltiirde elde edilen bulgular incelendiginde, iki farkli oksin ile her
oksinin dort farkli konsantrasyonunda kiiltlire aliman 8 ekotipin 1024 salkim
segmentinden toplam 1479 adet rejenerat elde edilmis ve tiim varyantlarin ortalamasi
olarak segment bagina ortalama 1.444 bitki elde edilmesi ve rejeneratlarin genetik
stabilite gbstermesi, in vitro kiiltiirinii bu bitkinin 1slah siirecinde gok kisa bir siirede
¢ogaltilmasi amactyla kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Arastirma sonuglari, rejenerasyon oram i¢in dicambanin (3.6-dikloro-2
metoksibenzoikasit) 2.5 mg/1’lik ve pikloramin (4-amino-3,5,6-trikloropiklonik asit) 7.5
veya 10 mg/I’lik konsantrasyonlarinin geng salkimlarindan bitki rejenerasyonu amaciyla
kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Bu yontemle, Ustiin karakterleri tasidigi tespit edilen ve ozellikle obligat
apomiktik oldugu tespit edilen bitkilerin ¢ok kisa bir zamanda gogaltilmas1 miimk{indiir.

Ayrica, gelecekte bu konuda yapilacak caligmalarda rejenerasyon oranini
arttirabilecek; donor bitkilerin fizyolojik ihtiyaglarinin tam olarak belirlenmesi, farkli
besi ortamlann ve oksinlerin kullanilmasi, kiiltire alinan salkim segmentlerinin
uzunlugunun rejenerasyon oranina tepkisinin belirlenmesi gibi rejenerasyon oranini
dogrudan etkileyebilecek faktorierin denenmesi basar1 oraninu arttirma agisindan faydali
olacaktir.
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