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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DOMUZ AYRIGINDA (Dactylis glomerata L.) OLGUN EMBRiYO KAYNAKLI
BiTKi REJENERASYONU

Selcuk KODAZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tahillar ve Yemeklik Baklagiller Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.), ¢ok yillik, yumak olusturan bir serin mevsim
yem bitkisidir. Birgogu yabanci dollenen kendine uyusmazlik gosteren yem bitkilerinin
islaht  oldukga giictiir. Bu durum g¢esit gelistirme ozelligini  kisitlar.  Ancak,
biyoteknolojik yontemlerle bu zorluklarin bir kismi agilabilir. Bu arastirmada,
rejenerasyon i¢in domuz ayriginin olgun embriyolart 3 oksin tipi (2,4-D, dikamba ve
pikloram) ve 6 dozundan (2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mg/l) olusan 18 yontemde 3 temel besi
ortaminda Kkiiltiire almmistir. Arastirma sonucunda arastirmada incelenen tiim
parametreler ilizerine yontemin, temel besi ortaminin ve bunlarin interaksiyonu ok
onemli olmustur (P<0.01). En yiiksek kalus olusumu %62,5 ile 12 mg/dikamba iceren
N6 ortaminda, en yiiksek embriyonik kalus olusum orani %45,0 ile 12 mg/l dikamba
iceren SH ortaminda, cevap veren embriyogenik kalus olusumu %15 le 8 mg/1 2,4-D
iceren MS ortaminda, en yiiksek rejenerasyon etkinligi ise 17,0 adet ile 8 mg/l 2,4-D
iceren MS ortaminda elde edilmistir. Sonu¢ olarak, domuz ayriginda endosperm
destekli olgun embriyolarin basarili bir sekilde kullanilabilecegi ve en iyi bitki

rejenerasyonun 8 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda meydana geldigi belirlenmistir.

2014, 51 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Olgun embriyo, oksin tipi, temel besi ortami, bitki rejenerasyonu



ABSTRACT

Master Thesis

PLANT REGENERATION FROM MATURE EMBRYOS OF
ORCHARDGRASS (Dactylis glomerata L.)

Selguk KODAZ

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops
Cereals and Pulse Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Orchardgrass (Dactylis glomerata L.) is perennial, cool-season forage plant. Their open
pollinated nature and self-incompatibility make breeding of forage crops difficult. This
limits the genetic improvement and cultivar development. However, some of these
difficulties can be overcome by methods of biotechnology. In this study, orchardgrass
mature embryos were cultured in three basic nutrient medium with 18 combinations
consisting of 3 auxin type (2,4-D, dicamba and picloram) and 6 doses (2, 4, 6, 8, 10 and
12 mg / 1) for in vitro regeneration. As a result, the nutrient medium and their
interactions were significant (P <0.01). The highest callus formation (62.5%) was
observed in N6 medium containing with 12 mg/l dicamba, the highest embryogenic
callus formation rate (45.0%) was in SH medium with 12 mg /I dicamba and the highest
responding embryogenic callus rate (15%) was monitored in MS medium with 8 mg/I
2,4-D. The highest regeneration efficiency was observed in MS medium (17.0 plantlets)
with 8 mg /I 2,4-D. Consequently, endosperm-supported mature embryos of
orchardgrass can be successfully used as explant and the best plant regeneration
medium was determined as MS medium containing 8 mg /I 2,4-D.

2014, 51 pages

Keywords: Mature embryo, type of auxin, basal medium, plant regeneration
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hocam, tez damismanim Saymn Prof. Dr. Kamil HALILOGLU’na siikranlarimi ve
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1. GIRIS

Ulkemiz insanlarinin ana besin kaynagini bitkisel kokenli besinler olusturmaktadir.
Hayvansal iiriinlerin tiiketimi ise cagdas iilkelerle kiyaslanamayacak kadar diisiik
diizeyde bulunmaktadir. Hayvansal besinlerin yeterli tiiketimi hayvansal {iriin miktarini
artirmaktan, hayvansal {irlinleri arttirmanin yolu ise, bol ve kaliteli kaba yemle
hayvanlar1 beslemek ve yerli hayvan wrklarimi 1slah etmekten gegmektedir. Hayvansal
iiretimin temel taslar1 olan yem bitkileri, lilkemizde tarla bitkileri yetistirildigi tim
alanlar igerisindeki pay1 %5-6 gibi oldukga diisiik bir diizeydedir. Buna karsin bu oran
gelismis lilkelerde bu oran %30-50’1ercivarindadir. Bu veriler iilkemizde yem bitkileri
yetistiriciliginin, olmas1 gereken diizeyden c¢ok uzakta oldugunu gostermektedir

(Hatipoglu vd 2009).

Insanlar tarafindan tiiketilen enerjinin %90’1 ve proteinin ise %80’i ise bitkisel
kaynaklidir (Mantell et al. 1985). Geriye kalan enerji ve protein gereksinimi hayvansal
besinlerden karsilanmaktadir. Bununla birlikte insan beslenmesinde bitkisel ve
hayvansal {riinlerin orani iilkelerin gelismislik diizeylerine gore farklilik gosterir ve bu
tiriinlerin miktarlar1 oraninda {ilkeler gelismis, gelismekte olan ve az gelismis ilkeler
olarak smiflandirilmaktadir (Tikel ve Hatipoglu 1997). Bu kriterlere gore iilkemiz
gelismekte olan iilkeler grubunda yer almaktadir. Ciinkii tilkemizde kisi basina tiiketilen
bir giinliik protein miktar1 diinya ortalamasi olan 69,2 g’dan fazla olmasina karsin,
tilketilen proteinin %80’ine yakin kismi bitkisel kaynakli gida maddelerinden
karsilanmaktadir. Bunun nedeni ise tilkemizde hayvansal {iriinlerin iiretiminin yetersiz

olmasidir (Tiikel ve Hatipoglu 1997).

Tarim, bitkisel ve hayvansal liretim ile bu iiriinleri degerlendirme bilim ve teknigi
olarak diisiiniildiigiinde, yem bitkileri iilke tariminda onemli rol oynamaktadir. Yem
bitkileri bir yandan hayvan yetistiriciliginin ihtiyaci olan kaliteli kaba yem ihtiyacini
karsilanirken, diger taraftan bitkisel liretimde Onemli yeri bulunan ekim ndbeti

uygulamalari i¢in vazgecilmez bir unsurdur (Avcioglu vd 2009).



Insanlarin saglikli beslenmesi yeterli ve kaliteli hayvansal gidalari tiiketmelerine
baghdir. Kaliteli hayvansal gidalar da yeterli ve nitelikli yemlerle beslenen
hayvanlardan saglanabilir. Ulkemizde hayvansal gida maddelerin iiretiminin yetersiz
olmasi, iilkemiz hayvanciliginin sorunlari ile ilgilidir. Ulkemiz hayvancilifmm en

onemli sorunlarindan biri kaba yem iiretimidir (Avcioglu vd 2009).

Ulkemizin hayvan varligina bakildig1 zaman biiyiikbas ve kiiciikbas yaklasik 53 milyon
bas oldugu goriilmektedir. Bu hayvan varligimizin ihtiyag duydugu kaba yemin
karsilanacagi alanlar ise cayir-meralar ve tarla tarimda yer alan yem bitkileri {iretim
alanlaridir. Ulkemizde yaklasik olarak 1,5 milyon ha alanda ¢ayir, 13 milyon ha alanda
mera ve 1,5 milyon ha alanda yem bitkileri iiretim yapilmaktadir. Bu alanlardan
yaklagik olarak 21 milyon ton kaba yem iiretilmektedir. Bu iiretim ise hayvan

varhigimizin yillik ihtiyaci olan 38 milyon tonun gerisinde kalmaktadir (Kog vd 2012).

Tarimsal kaynaklarimiza bakildiginda hayvancilik sektoriiniin kaba yem ihtiyacinin en
ucuz ve en kolay saglandigi ana kaynagin cayir ve meralar oldugu goriilmektedir.
Ancak yapilan arastirmalar, bu dogal kaynaklarimizin yillardir siiren bilingsiz kullanma
sonucunda bitki Ortiisiinii kaybetmis, c¢iplaklasmis ve erozyona ugramis araziler
oldugunu gostermektedir (Tosun 1996). Vejetasyonu zayiflamis, verimi ve kalitesi
diisiik olan bu meralardan yeterli hayvansal ve bitkisel iirlin alinamamaktadir (Gengkan

1983).

Ulkemiz cayir ve meralarmin yillardir diizensiz kullanilmasi nedeniyle verimliligini
onemli dl¢iide yitirmis olmasi ve tarla tarimi iginde yem bitkileri yetistiriciliginin yeterli
onemi kazanamamasi yalnizca hayvanciligimizi olumsuz yonde etkilemekle kalmayip,
ayni zamanda toprak ve su kaynaklarimizin da olumsuz yonde etkilenmesine neden

olmaktadir (Siile 2005).

Hayvanciligimizin kaba yem sorununu ¢ézmek, toprak ve su kaynaklarimiz tizerindeki
olumsuz etkiyi kaldirmak icin cayir ve meralarimizin uygun 1slah yontemleri

uygulanarak yeniden bol ve kaliteli yem tiretir duruma getirilmeleri saglanmalidir. Ayni



zamanda tarla tariminda yem bitkileri yetistiricili§inin de yayginlastirilmasi

gerekmektedir

Yem bitkilerinin yesil yem olarak, toprak verimliligi ve toprak koruma agisindan énemli
bir yeri vardir. Topragin ihtiyaci olan organik maddeyi saglamak amaciyla yetistirilen
bitkilerin genellikle ¢igeklenme doneminde siiriilerek toprak altina gémiilmesi islemi
yesil gilibreleme olarak adlandirilir (Henson 1955). Yem bitkileri yetistigi topraklari
verimli kilar. Bu bitkiler farkli toprak katmanlarinda yayilan yiiksek orandaki kok
kalintilar1 ve sap artiklar1 ile topragin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri bakimindan
onemli rol oynarlar. Bitki artiklar1 topragi organik madde ve bazi besin elementleri
bakimindan zenginlestirmektedir (Mohering and Rowls 1970). Yem bitkileri topragi
kaplama alanlarinin yiiksekligi, iyi bir ¢im kapagi olusturmalari, biiyiik bir kisminin ¢ok
yillilk olmast ve yilin uzun bir doneminde gelisme gostermeleri, topragin
agregatlagmasini artiran organik madde icerigini yiikseltmeleri, ortamin gecirgenligini
artirarak ytizey akisini azaltip daha fazla suyun toprakta tutunmasini saglayarak yagmur
damlalarinin diisiis hizin1 keserek diger bitkilere oranla topragin erozyonla aginmasini

azaltmaktadir (Thurow et al. 1988).

Diinya iizerinde serin mevsim kusaginda yer alan meralarin en 6nemli bitkileri
bugdaygillerdir (Avcioglu vd 2009). Bitkiler alemi igerisinde tek ¢enekliler alt sinifina
giren bugdaygiller familyasi (Gramineae), diinya iizerinde yaklasik 650-785 cins
icerisinde yer alan 10 000 tiirden olusmaktadir (Watson and Dallwitz 1992). Mera
bitkisi olarak bugdaygillerin otlatmaya dayanikliligi baklagillerden daha fazladir.
Bugdaygillerin adaptasyon kabiliyetleri yiiksektir. Elverigsiz iklim (soguk, sicak ve
kurak) ve toprak (verimsiz ve bozuk) sartlarinda dogal vejetasyonlarin dominant
bitkilerini olustururlar. Akdeniz ikliminin hakim oldugu yerlerde kis doneminin hakim
bitkileri serim mevsim bugdaygilleri, yaz doneminin ise sicak mevsim bugdaygilleridir.
Bugdaygiller hayvan besleme agisindan, gerek tarim arazilerinde yetistirilen yem bitkisi

tiirleri olarak, gerekse cayir-meralarda yetisen dogal tiirler olarak biiylik 6nem tasirlar
(Avcioglu vd 2009).



Bugdaygiller familyasi (Gramineae)’nin yumak oymagi (Festuca) igerisindeki en kii¢iik
cinslerden biri olan ve 15 tiirii igeren domuz ayrigi (Dactylis) cinsinin en bilinen tiirii
olan domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.), ¢ok yillik, yumak olusturan bir serin
mevsim bitkisidir. Serin mevsim bugdaygil yem bitkileri igerisinde en verimli tiirlerden
biridir. Saf olarak veya diger ¢cok yillik bugdaygil ve baklagil yem bitkileri ile karisik
olarak yetistirilir. Avrupa, Kuzey Afrika ve Asya’nin iliman boélgelerinin dogal bir
tiiriidiir (Whyte et al. 1975). Ulkemizin hemen hemen biitiin bdlgelerinde dogal olarak
yetisir. Diinyanin nemli-1liman bolgelerinde birgok tilkede mera bitkisi, kuru ot, yesil ot

ve silaj bitkisi olarak yetistirilir (Avcioglu vd 2009).

Diger kiiltiir bitkilerine gore daha geg kiiltiire alinan yem bitkilerinin 1slah1 20. yiizyilda
baslamistir. Yem bitkilerinde ot verimi ve kalitesinin 1slah1 i¢in yogun calismalar
stirdliriilmiistiir. Fakat bu calismalar, klasik 1slah yontemleri ile yem bitkileri 1slahinin

¢ok uzun zaman aldigini1 gostermistir (Avcioglu vd 2009).

Birgogu yabanci dollenen kendine uyusmazlik gosteren yem bitkilerinin 1slah1 oldukca
glictiir (Spangenberg et al. 1997). Ciinkii bu bitkiler heterezigottur ve kendine
uyusmazlik, arzu edilen genlerin kisa siirede bir bitkide toplanmasi islemini kisitlar. Bu
durum gesit gelistirme Ozelligini kisitlar. Yem bitkileri 1slahinda biyoteknolojik
yontemleri klasik 1slah yontemlerini tamamlayici araglar olarak kullanmak suretiyle bu
bitkilerin kisa siirede homozigot bitkiler elde edilebilir, tarimsal a¢idan yararli genler bir
bagka bitki veya organizmadan gen halinde izole edilerek iizerinde calisilan yem
bitkisine aktarilabilir, ¢esitler DNA diizeyinde tanimlanabilir ve DNA markdrlerinden

yararlanarak seleksiyon siireci kolaylastirilabilir (Avcioglu vd 2009).

Yem bitkilerinde embriyo kiiltiirii, meristem kiiltiiri, anter kiiltirl, kalus kiltiirii ve
hiicre ve protoplast kiiltiirii gibi in vitro kiiltiir teknikleri uygulanabilmektedir (Avcioglu
vd 2009).

Embriyo kiiltlirii teknigi, tlirler aras1 ve cinsler aras1 melezlemelerde olusan ve yasama

kabiliyeti olmayan melez embriyolardan melez bitkilerin elde edilmesinde



kullanilmaktadir. Cok farkli kullanim alanina sahip olan embriyo kiiltiiriiniin, tiirler ve
cinsler arasi melezlemelerde melez uyusmazliginin ortadan kaldirilmasi amaciyla
kullanilmast embriyo kurtarma teknigi olarak adlandirilmaktadir (Hatipoglu 1997).
Embriyo kurtarma teknigi, melezlemeden sonra olusan gen¢ melez embriyonun, uygun
donemde tohum taslagindan izole edilmesi ve uygun besi ortaminda, steril kosullarda

kiiltiire alinarak melez bitkinin elde edilmesini kapsamaktadir (Avcioglu vd 2009).

Meristem kiiltiirii, bitkinin biiyiime konisi ve birka¢ yaprak primordiasin1 igeren
kisminin, in vitro kosullarda kiiltiire alinmasiyla bitki elde edilmesidir (Hatipoglu
1997). Meristem Kkiiltlirii teknigi, ekonomik degeri yiliksek bitkilerin laboratuvar
kosullarinda ¢ogaltilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yem bitkilerinde ise viriis
eleminasyonu, gen kaynaklarimin muhafazasinda ve degerli 1slah materyalinin klonal
cogaltilmasinda kullanilmaktadir. Bu teknik kullanilarak bir yem bitkisi c¢esidini
olusturan az miktarada anag bitkilerden kisa siirede yeterli miktarda ana¢ tohum elde
edilebilir (Dalton and Dale 1985). Meristem kiiltiirii, yem bitkilerinde haploid bitkiler,
steril mutant bitkiler ve aneuploid bitkiler gibi 6zel materyallerin muhafazasinda da
uygulama alani bulabilir. Bunu yaninda, mikro-balistik yontemiyle gen aktarilmasinda

da meristem kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir (Avcioglu vd 2009).

Anter kiiltiirii, belirli gelisme devresindeki haploid mikrosporlari igeren anterlerin, in
vitro kosullarda uygun besi ortamlarinda kiiltiire alinarak, mikrosporlarin normal
gelismesinin engellenmesi ve hiicre boliinmesi sonucu olusan Kkalus ve somatik
embriyolardan, gametik kromozom sayisinda haploid bitkilerin elde edilmesi teknigidir
(Hatipoglu 1997). Elde edilen haploid bitkierin kok veya siirglinlerinin kolkisin ile
muamele edilmesiyle kromozom sayisi ikiye katlanarak fertil diploid homozigot bitkiler
elde edilebilir. Bu teknik ile melezleme i1slahinda klasik yontemlerle 5-6 yilda elde
edilebilecek homozigot hatlarin bir yilda edilmesi miimkiin olabilmektedir (Avcioglu vd
2009).

Bitki parcalar1 (eksplant), in vitro sartlarda uygun gesit ve konsantrasyonda biiyiime

diizenleyicisi igeren ortamlarda kiiltlire alindiginda, bu bitki parcasindaki hiicreler mitoz



bolinmeyle ¢ogalarak kalus adi verilen organize olmamis hiicre topluluklarint meydana
getirirler. Organize olmamis hiicre topluluklarindan in vitro sartlarda uygun biiyiime
diizenleyicisi konsantrasyonunu igeren ortamlarda somatik embiyolar olusur. Bu
somatik embriyolardan kokii, sap1 ve yapragi bulunan yeni bitkiler rejenere olur
(Hatipoglu 1997). Kalus olusturmak amaciyla eksplant olarak, olgunlasmamis ve
olgunlagmis embriyolar, gen¢ yapraklar, karyopsis, gen¢ ¢icek durumlari, endosperm,
hipokotil, kok, bogum ve bogum aralar1 gibi parcaciklar kullanilmaktadir (Avcioglu vd
2009).

Domuz ayrig1 islah g¢alismalarinda, molekiiler 1slah yontemlerinin yiiksek diizeyde
kullanilabilmesi igin, etkin bir in vitro rejenerasyon sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda en fazla kullanilan eksplant olgunlasmamis embriyo
(Arzani and Mirodjagh 1999 ) olmakla beraber, domuz ayriginda anter (Christensen et
al. 1997), yaprak (Somleva et al. 1993; Tomaszewzkiz et al. 1994; Kuklin and Conger
1995; Horn et al. 1988) ve tohum (Hyoshin et al. 2000; Eunkyung et al. 2002;
Sanghoon et al. 2004) gibi degisik eksplant tiirleri kullanilmistir. Eksplant kaynagi
olarak olgunlasmamis embriyonun kullanilmasi daha uzun siire ve finansman
gerektirmesi sistemin etkinligini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle alternatif bir eksplant
kaynag1 olan olgun embriyo kullanmanin daha avantajli oldugu diistiniilmektedir. Olgun
embriyolarin kaynagi olan tohumlarin temin edilmesi ve depolanmasi yilin her

déneminde galisma olanagi saglamaktadir (Birsin ve Ozgen 2004).

Bu calismanin amaci, énemli bir yem bitkisi olan domuz ayrigi i¢in hizli, giivenilir,
tekrarlanabilir ve modern bitki 1slahinda kullanilabilir in vitro rejenerasyon sisteminin

gelistirilmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Domuz Ayrigin Bitki Sistematigindeki Yeri ve Sitogenetigi

Domuz ayrigi (Dactylis glomerata L.), bugdaygiller familyasinin (Poaceae) Yumak
oymag (Festuceae) icerisindeki en kiigiik cinslerden biri olan ve 15 tiirli igeren Domuz

Ayrig1 cinsinin (Dactylis sp.) en bilinen tiiriidiir (Serin ve Tan 2012).

Alem: Bitkiler Alemi (Plantea)

Alt Alem: Embriyolu Bitkiler (Embryophyta)
Boliim: Trakeli Bitkiler (Tracheophyta)

Alt Boliim: Yaprakh Bitkiler (Pteropsida)
Siif: Kapah Tohumlular (Angiospermae)
Alt Sinif: Tek Cenekliler (Monocotyledoneae)
Takim: Kavuzlu Bitkiler (Glumiflorae)
Familya: Bugdaygiller (Gramineae = Poaceae)
Alt Familya: Yumaklar (Festucoideae)
Oymak: Yumak Oymag (Festuceae)

Cins: Domuz Ayrig: Cinsi (Dactylis sp.)

Tiir: Domuz Ayrigi (Dactylis glomerata L.)

Domuz ayrig dogal poliploit olarak iizerinde en ¢ok calisilan cinslerden biridir
(Mizianty 1990). Domuz ayrigi 4312 Mbp genom boyuna sahip olup, diploit
(2n=2x=14), tetraploit (2n=4x=28) ve hekzaploit (2n=6x=42) kromozom sayilarina
sahip bireyleri bulunmaktadir (Last et al. 2013). Poliploidi formlarina gére domuz
ayriginin diinya tizerindeki yayilimima bakildigi zaman en yaygin poliploidi formunun
tetraploit oldugu ve Tiirkiye nin de tetraploit formunun bulundugu alan igerisinde yer

aldig1 goriilmektedir (Borill 1977).



Domuz ayriginda mayotik o6zelliklerin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalar bivalent
eslenmelerin agirlikta oldugunu gostermektedir (Tosun vd 1999). Yine, Lentz et al.
(1983) en vyaygin eslenme scklinin bivalent eslenme oldugunu, bu eslenmeyi
kuadrivalent, {inivalent ve trivalentlerin izledigini belirlemislerdir. Falistocco and
Mariani (1984) kromozom eslenme tipleri bakimindan D. glomerata ve D. hispanica
alttlirleri arasinda onemli faklilik oldugunu belirlemislerdir. Bu farkliliklarin da domuz

ayrig alttiirlerinin teshisinde 6nemli bir 6zellik oldugunu bildirmislerdir.

Tosun vd (1999), Erzurum yoresinde dogal olarak yetisen yabani domuz ayrigi
bitkilerinde bazi sitolojik 6zellikleri belirlemek igin bir ¢alisma yapmislardir. Yapilan
caligmada kromozom sayimlari sonucunda biitiin bitkilerin tetraploit (2n=48=28)
oldugu belirlenmistir. Metefaz I doneminde en yaygin eslenme seklinin bivalent oldugu,
bunu kuadrivalent, tinivalent ve trivalent eslenme sekillerinin izledigi tespit edilmistir.
Incelenen anafaz I hiicrelerinin biiyiik kisminda kromozom ayrilislarmin dengeli oldugu

ve az sayida gecikmeli ve kopriilii hiicrelerin oldugu saptanmastir.

2.2. Domuz Aynigmn Bitkisel Ozellikleri

Domuz ayrig1 ¢cok yillik yumak olusturan bir bitkidir. Govde ¢igekli donemde iklime
bagli olarak bitki boyu 60-200 cm arasinda degisir (Jung and Baker, 1985). Saplarda
yaprak sayis1 azdir. Fakat bitkinin taban kismi1 bol yapraklidir. Yaprak ayasinin enine
kesiti V seklindedir. Yaprak kin1 yass1 ve omurgalidir. Yakacik zarimsi yapida ve 3-10
mm uzunlugundadir. Kulak¢ik bulunmaz. Yaprak ayalar1 2-12 mm kalinliginda ve
yaklastk 1 m uzunlugundadir. Yapraklarin rengi koyu yesilden mavi-yesile kadar
degisir. Yaprak karakterleri ¢cevre kosullarina ve ¢eside baglh olarak farklilik gosterir.
Cicek durumu 8-15 cm uzunlugunda bir salkimdir. Salkimin alttaki dallar1 listeki dallara
gore daha uzundur ve daha fazla dallanir. Salkimdaki basak¢iklarin her birinde 2-5
cicek bulunur. Kavuzlu meyveler 4-7 mm uzunlugunda, 1-1,5 mm genisliginde ve 0,2-
0,8 mm kalmhigindadir (Gengkan 1983). 1000 tane agirhg 1 g’dir. Diger
bugdaygillerde oldugu gibi domuz ayrig1 da sacak kok sistemine sahiptir. Kokler cayir



salkim otu ve kelp kuyruguna gore daha fazla toprak derinligine inmesine karsin

kilgiksiz broma gore daha azdir (Avcioglu vd 2009).

2.3. Domuz Ayriginin Onemi ve Kullanim Alam

Domuz ayrig1 bol yaprakli, verimli ve degisik iklim ve toprak sartlarina adapte olabilen
bir bitkidir. Adapte oldugu yorelerde yabanci otlar ve diger bugdaygillerle rekabet
edebilir. Domuz ayrig1 en fazla otlatmak amaciyla, kuru ot, yesil yem ve silajlik olarak

kullanilmaya uygundur (Serin ve Tan 2012).

Domuz ayrig1 gerek yalniz gerekse baklagillerle karisik ekilerek otlatmak amaciyla
kullanilir. Ilkbaharda erken gelisen bir bitki oldugundan, erken ilkbahar taban merasi
olarak kullanilmaya uygundur. Otlatmak amaciyla kullanildiginda miinavebeli
otlatilmalidir. Agir otlatmaya uygun degildir. Ciinkii hayvanlar taze siirgilinleri ve geng

bitkileri tercih ettiklerinden bitkiler zayiflar ve neticede Sliirler (Serin ve Tan 2012).

Domuz ayrig1 yumak olusturan bir yem bitkisi oldugundan uygun bir idare ile farkl
baklagillerle birlikte ekilebilir. Genellikle ladino ak tg¢giili ile yetistirilir, ancak soguk
bolgelerde yonca ile birlikte ekilir. Domuz ayrig1 daha erken olgunlastigi ve olgunlagma
ile besin degeri hizla diistiiglinden dolay: erken hasat veya otlatma ile ytiksek kaliteli ot

saglanabilir (Sprague and Barber 1950; Robinson and Sprague 1952).

Domuz ayrig1 dik gelisen bir bitki oldugundan bigerek kullanilmaya uygun bir bitkidir.
Kuru ot tiretmek amaciyla sulu sartlarda yetistirilmektedir (Altin 1987; Kog vd 1998).

Diger serin mevsim bugdaygilleri ile karsilastirildigi zaman domuz ayrigi otunun
beslenme degeri orta seviyededir. Bitkinin en biiyiikk dezavantajlarinda birisi hizli bir

gelisme gostermesi nedeniyle besin degerinin azalmasidir (Serin ve Tan 2012).
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Domuz ayrig1 genellikle yonca ve cayir licgiilii ile ortak yetistirilmektedir. Bu karigimin
bicim zamani baklagile gore ayarlanmalidir. Karigimda yer alacak domuz ayriginin
gelisme zamani baklagille uyumlu olmalidir. Ciinkii domuz ayrig1 erkenci bir bitkidir.
Domuz ayrig1 vejetatif donemdeyken besin degeri yoncanin vejetatif donemdeki besin
degerine yakindir. Buna karsin tam cicekteyken besin degeri yar1 yariya diiser.
Kalitedeki bu 6nemli diisiisten kaginmak i¢in domuz ayrigi baklagil ile bicim zamant
bakimindan uyumlu olmalidir. Yonca ilk c¢iceklendiginde tam salkilanma veya

cigeklenme donemindeki domuz ayrig1 karisim i¢in uygundur (Altin 1987).

2.4. Domuz Ayrigimin Islahi

Domuz ayrig1 bugdaygil yem bitkileri igerisinde yabanci tozlasan bir serin iklim yem
bitkisidir. Bu nedenle asagida yabanci tozlasan bugdaygil yem bitkilerine ait 1slah

yontemlerinden bahsedilmistir.

2.4.1. Klasik Islahi

Cayir mera ve yem bitkileri birgok 6zellik bakimindan diger bitki tiirlerinden ayrilir.
Yem bitkilerinin 1slah edilerek gelistirilmesi tozlanma yontemi, dollenmedeki
diizensizlikler, tohum baglamadaki zorluklar ve ¢ogu yem bitkisinin ¢ok yillik olmasi
gibi zorluklar gibi nedenlerden dolay1 olduk¢a zordur (Poehlman 1978). Yem bitkileri
islahinda diger bitkilerde kullanilan yontemler kullanilmasina ragmen bir¢ok sorun

ortaya ¢cikmaktadir.

Yabanci dollenen yem bitkilerinde introdiiksiyon yaygin bir sekilde kullanilan bir klasik
1slah yontemidir. Bircok iilkede introdiiksiyon yoluyla elde edilen ve genis alanlarda

tiretimi yapilan pek ¢ok yem bitkisi tiirii bulunmaktadir (Avcioglu vd 2009).

Yabanci1 dollenen ¢ayir mera ve yem bitkilerinde seleksiyon iki farkli sekilde
uygulanabilmektedir. Bunlardan birincisi toplu seleksiyon, digeri ise dol kontrollii dogal

teksel seleksiyondur. Toplu seleksiyonda kaynak popiilasyondan istenen karakterlere
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sahip olan bitkilerden tohumlar alinir ve karistirtlir. Karistirilan bu tohumlar ekilir.
Seleksiyon bitkilerin fenotipine gore yapilir. Ustiin genotipe sahip bitkilerin segilmeme,
polen kaynaginin bilinmemesi gibi olumsuzluklara sahiptir. D6l kontrollii teksel
seleksiyonda ise baglangi¢ popiilasyonundan segilen iistiin genotipe sahip bitkilerin
tohumlari ekilerek kontrolleri yapilir. Yem bitkilerinde yabanci ddllenme oldugundan
farkli kombinasyonlar ortaya cikabilir. Ustiin bitkiler tekrar secilir. Birka¢ kusak
seleksiyon ve dol kontrolii yapilir ve secilen tohumlar karigtirilarak genis alanlarda

tohum {iretimi yapilir (Avcioglu vd 2009).

Domuz ayniginda genellikle ot verimi ve kalitesi yoniinde seleksiyon caligmalari
yapilmistir. Sahin (2008) yaptig1 bir seleksiyon ¢alismasinda iki ekotip kullanmistir. Bu
iki ekotip morfolojik goriiniisleri bakimindan birbirinden farkli oldugunda aralarinda 2
km mesafe bulunan iki ayr1 deneme olarak yiiriitmiistiir. Popiilasyon igerisindeki
varyasyondan yararlanarak uygun 6zellikte bitkileri segmek amaciyla ana hat seleksiyon

yontemini uygulamstir.

Shenk and Westerhass (1982) domuz ayrig1 germplazm kaynaklarindan verim ve kalite
ozelliklerinin belirlenmesi ve segilen materyalin genetik parametrelerinin belirlenmesi
amactyla yaptiklart calismada 1000’in {izerinde yerli ve yabanci kaynaklardan

hastaliktan ari ve giiclii klonlardan 130 orta gegci ve 101 gegci klon segmislerdir.

Bir grup secilmis bireyin (kendilenmis hat, melez, ¢esit veya klon) olusturdugu acgik
déllenen bir popiilasyonun ileri kusagi sentetik ¢esit olarak adlandirilir. Sentetik ¢esidi
olusturan bireylerin kombinasyon yeteneklerine gore se¢ilmeleri gerekmektedir (Allard
1960). Sentetik cesit olusturulurken heterosis etkisi baglica ii¢ faktore baghdir. Bu
faktorler sentetik ¢eside giren hat sayisi, her bir hattin verim giicii ve hatlar arasindaki

kombinasyon uyusmasinin iistlinliigiidiir (Demir 1975).

Yem bitkilerinde sentetik ¢esit, bireylerin tek tek bir araya getirilmesi ile olusur. Cok
sayida bitki istenen Ozellikler bakimindan goézlenir, ozellikleri tasiyan bitkiler

fenotiplerine gore seclir. Secilen bitkiler acik tozlanmaya birakilir ve kombinasyon
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yeteneklerinin saptanmast ig¢in dol testine tabi tutulur. Son asamada dollerin

performansina gore segilen bitkilerden sentetik ¢esit olusturulur (Poehlman 1978).

Yabanci dollenen bitkilerde heterezigot bitkiler anag olarak segilir. Bu yiizden 6nce
kendileme ile homozigotlasma saglanir. Kendilemeye birka¢ kusak devam edilir ve
homozigot bitkiler elde edilir. Yabanci dollenen bitkilerde kendilenmis hat sayisina gore
melezler, tek melez, ¢ift melez, iiclii melez ve ¢oklu melez olarak farkli sekilde olusur

(Gegit vd 2009).

Tek melez, kendilenmis iki hattin melezlenmesi ile elde edilir. Bu bitkiler
melezlendikten sonra ana ve baba bitkiden iistiin Ozellikler gostermesine melez
azmanlig1 (heterosis) denir. Cift melez, iki tek melezin melezlenmesi ile elde edilir.
Uclii melez, bir tek melez ile kendilenmis bir hattin melezlenmesi sonucu elde edilir.

Coklu melez ise iki ¢ift melezin melezlenmesi ile meydana gelir (Gegit vd 2009).

Christie (1973) yaptigi bir calismada tek melez domuz ayrigini verim, in Vvitro
sindirilebilirlik ve nispi olgunluklarin1 degerlendirmis ve hibrit gesitlerin ot verimi

bakimindan daha yiiksek oldugunu belirlemistir.

2.4.2. Doku Kiiltiirii Calismalar: ve Gen Aktarim

Yem bitkileri diger kiiltiir bitkilerine gore daha gec kiiltiire alindig1 icin yem bitkileri
1slah1 da daha ge¢ baslamistir. Yem bitkilerinde ot verimi ve kalitesinin 1slaht i¢in
bir¢ok calisma yapilmistir. Ancak bu calismalar klasik 1slah yontemleri ile ¢ok uzun
zaman aldig1 agikca goriilmektedir. Yem bitkilerinin klasik 1slah1 diger bitki tiirlerine
gore daha zordur. Yem bitkilerinin ¢ogu yabanci dollek olduklari i¢in saf hatlar
gelistirmek ve safiyeti korumak giigtiir. Yem bitkilerinde kendine kisirlik yaygin
oldugundan dolay1 kendileme ile tohum tutma orami ¢ok diisiiktiir. Cicekleri kiiciik
oldugundan dolay1r melezleme yapmak c¢ok zordur. Yem bitkilerinde tohum verimleri,
tohumlarin ¢imlenme kabiliyetleri zayiftir. Cok yillik yem bitkilerinde fide gelismesi

yavas oldugundan iyi bir bitki ortiisii olusturmak zordur. Polenlerin taginma mesafesi
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uzun oldugu icin izolasyon mesafesi fazladir. Dogada ¢ok sayida yabani formlarinin
bulunmas: izolasyonu daha da zorlastirmaktadir. Islah g¢aligmalari genis araliklarla
ekilen bitkilerde yapilmaktadir. Oysa yem bitkileri daha sik yetistirildiklerinden elde
edilen ozellikler uygulamada degisebilmektedir. Cok yillik bitkilerde sonu¢ alinmasi
icin uzun zamana ihtiya¢ vardir. Islah edilen ¢esitlerin uygun o6zellikleri degisik
kullanim sartlarinda (bigime, otlatma ve karisim) kaybolabilmektedir. Yem bitkilerinde
poliploidi yaygin oldugundan genetik olaylar olduk¢a karisiktir. Yem bitkilerinde 1slah
ve degerlendirme metotlar1 tahillardaki kadar agik degildir. Bu nedenlerden dolay1 yem

bitkilerinin klasik 1slah1 ¢ok zordur (Serin ve Tan 2011).

Yem bitkileri 1slahinda biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi basta zaman olmak
tizere yem bitkilerinin klasik 1slahinda karsilasilan sorunlarin bir kismin1 gidermede
o6nemli rol oynayabilir. Biyoteknoloji; canli organizmalar1 kullanarak yeni bir iiriin elde
etmek veya bir iiriini degistirmek, bitki veya hayvan islah etmek ya da 6zel kullanim
amagli mikroorganizmalar1 gelistirmek igin kullanilan teknoloji demektir (Gozen vd

1995).

Biyoteknolojik yontemlerden biri olan doku kiiltiirli ise, aseptik sartlarda, yapay bir
besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kalus
hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.)
gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {riinlerin (metabolitler gibi)

tiretilmesidir (Babaoglu vd 2001).

Bitkiden izole edilerek doku kiiltiiri ortamina konulan bitkisel materyale eksplant
denilmektedir ve doku kiiltiiriinde basariyr etkileyen faktorlerden biridir.
Bugdaygillerde doku Kkiiltlirii caligmalarinda yaygin olarak kullanilan eksplant
kaynaginin olgunlagmamis embriyo (Arzani and Mirodjagh 1999) olmasina ragmen,
domuz ayriginda anterler (Christensen et al. 1997), yapraklar (Horn et al. 1988;
Somleva et al. 1993; Tomaszewskiz et al. 1994; Kuklin and Conger 1995), tohumlar
(Hyoshin et al. 2000; Eunkyung et al. 2002; Sanghoon et al. 2004) ve olgunlasmamis
salkimlar (Can vd 1994) gibi farkli eksplantlar da kullanilmistir. Ancak, olgunlasmamig
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embriyolarin eksplant kaynagi olarak kullanilmasi fazla zaman almasi ve daha fazla
finansman gerektirmesinden dolayr sistem i¢inde dezavantaj olusturmaktadir. Bu
ylizden olgun embriyolarin doku kiltlirii ¢alismalarinda eksplant kaynagi olarak
kullanilmasmin bir avantaj oldugu goriilmektedir. Olgun embriyolarin kaynagi olan
tohumlar depolanabildikleri i¢in yilin her doneminde calisma imkani saglamakta ve

kolay temin edilebilmektir (Birsin ve Ozgen 2004).

Conger and Carabia (1978), yaptiklari bir ¢alismada kalus olusumu i¢in domuz
ayrigmin tohumlarini 2,15 mg/l kinetin ve 15 mg/l 2,4-D i¢eren SH ortaminda kiiltiire
almiglardir. Meydana gelen kaluslar 3 hafta araliklarla iki kez 5 mg/1 2,4-D iceren SH
ortaminda alt kiiltiire almislardir. Arastirmada organagenesisin 1 mg/l 2,4-D iceren

ortamlarda azaldigini belirtmislerdir.

Sahin vd (2010), domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.)’nin iki yabani ekotipine (Oltu,
Ulubag) ve iki ¢esidine (ABD Islah, Amba) ait olgun embriyolarin doku kiiltiiriine
tepkileri belirlenmek amaciyla bir c¢alisma yapmislardir. Arastirmada 2 oksin tipi
(dikamba ve pikloram), bu oksin tiplerinin 3 farkli dozu (1,5 mg/l, 2,0 mg/l, 2,5 mg/l)
ve kalus olusumu asamasinda iki farkli dozda (20-30 g/lI) sukroz kullanmislardir.
Uygulamalarin kalus olusum orani tiizerine etkisi onemsiz oldugunu fakat bitki
rejenerasyonu lzerine ¢ok onemli bir etkisinin oldugunu belirlemislerdir. Bitki
rejenerasyonu genotiplere, hormon tiplerine ve hormon dozlarina gore degisim
gostermistir. Bu c¢aligmadan elde edilen sonucglara gore domuz ayriginda olgun
embriyodan bitki rejenerasyonu i¢in pikloramin 1,5 mg/I’lik dozunun uygun oldugunu

bulmuglardir.

Domuz ayrigin1 yaninda ayn1 familyaya giren bir¢ok bitkide olgun embriyolar basariyla
kullanilmistir. Lee et al. (2012), yaptiklar1 bir ¢aligmada kalus olusumu i¢in yiiksek
cayir yumaginin olgun embriyolar1 3 mg/l 2,4-D, 0,1 mg/l BA ve 30 g/l sakkaroz i¢eren
MS ortaminda kiiltiire almislardir. Olgun ebriyolardan olusan kaluslar 1 mg/l 2,4-D 3
mg/l BA ve 30 g/l sakkaroz igeren N6 ortamina bitki rejenerasyonu i¢in aktarmislardir.

Yine, Lowe et al. (1979), kalus olusumu igin yiiksek c¢ayir yumagmin olgun
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embriyolarin1 9 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Daha sonra olusan
kaluslar 5 mg/l 2,4-D bulunan MS ortaminda alt kiiltiire aktarmislar ve kok ve siirgiin

olusumunu test etmislerdir.

Domuz ayriginda ve aym familyaya giren diger bugdaygil yem bitkilerinde geng
salkimlarda doku kiiltiirii ¢aligmalarinda eksplant olarak kullanilmigtir. Dale and Dalton
(1983), geng¢ salkimlardan direk siirgiin olusumunu Lolium, Festuca, Phleum ve

Dactylis tiirlerinde elde edildigini bildirmislerdir.

Can vd (1994), 10 farkli domuz ayrig1 klonundan alinan geng salkim segmentlerini 2,4-
D’nin farkli konsantrasyonlarini igeren LS ortaminda kalus olusumu ve bitki
rejenerasyon potansiyellerini incelemek amaciyla kiiltiire almislardir. Arastirmada
Cukurova Universitesi kampiisii igindeki dogal meralardan toplanan ve sera
kosullarinda yetistirilen 10 farkli domuz ayrig1r klonuna ait 50 bitkiyi kullanislardir.
Kalus olusumu igin 2,4-D’nin fakli konsantrasyonlarmi (2,5 mg/1, 5 mg/l, 7,5 mg/l ve
10 mg/l) igeren LS ortamin1 kullanmiglardir. Arastirma sonuglaria gore kalus olusum
oraninin klonlara gore degistigini belirlemiglerdir. Kalus olusum oranmim %82,8 ile
%4,7 arasinda degistigini saptamiglardir. Kalus olusum oran1 {zerine 2,4-D
konsantrasyonlarinin etkisinin istatiksel olarak énemli olmadigin1 belirtmislerdir. Yine
2,4-D konsantrasyonlarinin Kkalus agirligi tizerine herhangi bir etkisinin olmadigin
saptamiglardir. Ancak, 2,4-D konsantrasyonlarinin siirgiin olusum orani iizerinde 6nemli
rol oynadiklar1 belirlenmistir. 2,5 mg/l ve 7,5 mg/l 2,4-D konsantrasyonlarinda 5 mg/1
ve 10 mg/l konsantrasyonlarina gore daha yiiksek silirglin olusum oranini1 elde

etmislerdir.

Chaudhury and Qu (2000) yaptiklari bir ¢alismada Cynodon dactylon ve Cynodon
dactylon x Cynodon transvaalensis bitkisilerinden aldiklar1 gen¢ salkim segmentlerini
eksplant olarak kullanmislardir. Cynodon dactylon geng salkimlarin1 2,4-D ile BAP,
ABA, NAA ve Casein hydrolysate kombinasyonlarindan (1 mg/1 2,4-D+0,01 mg/l BAP,
1 mg/l 2,4-D+0,5 mg/l ABA, 0,5 mg/l 2,4-D+1 mg/l NAA, 3 mg/l 2,4-D+200 mg/l CH)

olusan MS ortamlarinda kiiltiire almislardir. Cynodon dactylon x Cynodon
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transvaalensis geng salkimlarin1 2,4-D ile BAP, ABA, NAA ve Casein hydrolysate
kombinasyonlarindan (1 mg/1 2,4-D+0,01 mg/l BAP, 1 mg/l 2,4-D+500 mg/l CH3 mg/I
2,4-D+200 mg/l CH) olusan MS ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda

ise BAP’1in embriyogenik kalus olusumunu arttirdigini bildirmislerdir.

Liu et. al (2004), Leymus chinensis bitkisinin bitki rejenerasyonu iizerine etkilerini
incelemek ic¢in yaptiklart ¢alismada, 3-5 mm uzunlugundaki olgunlagsmamis salkim
segmentlerini 2,26-22,6 uM 2.4-D igeren N6 ortaminda kiiltiire almiglardir. Kaluslardan
sirglin elde etmek icin 4,65 puM kinetin ve 4,44 uM BA igeren N6 ortamina
aktarmiglardir. Yiiksek konsantrasyonlu (9,04 ve 22,6 uM ) 2,4-D igeren ortamlar1 bitki

rejenerasyonu i¢in uygun bulmuslardir.

Neibaur et al. (2008), Paspalum vaginatum Swartz yaptiklar1 bir ¢aligmada
rejenerasyon etkinligine sahip kalus olusumu i¢in geng¢ salkimlardan alinan 0,2 cm
uzunlugundaki dokular1 3 mg/l dikambaya ilave olarak 0,1 mg/l veya 1 mg/l BAP ve 3
mg/l 2,4-D’ye ilave olarak 0,1 mg/l veya 1 mg/l BAP igeren MS ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Arastirma sonucunda dikamba bulunan ortamlarda 2,4-D bulunan ortamlara

gore bitki rejenerasyonununl?2 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Bitki doku kiiltiiriinde, bitki bliylime diizenleyicileri 6nemli rol oynamaktadirlar. Kiiltiir
ortamina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicilerinden oksinler, hiicre bdliinmesini ve
gelisimini uyaran ve somatik embriyo olusumunu en fazla etkileyen bilesiklerdir.
Embriyogenesis olusumu i¢in en fazla kullanilan oksin tipinin 2,4-D olmakla birlikte
NAA, pikloram ve dikamba da tek basinlarina veya 2,4-D ile birlikte kullanilmaktadir.
Diger yandan oksinlerin embriyogenesis olusumunu tesvik etmek amaciyla
kullanilmalarina ragmen kiiltiir ortaminda siirekli oksin bulunmasi somatik embriyolarin
gelisimini engellemektedir. Sitokininlerin ise kiiltiir ortaminda bulunmasi1 genelde
somatik embriyolarin gelisimini durdurmaktadir. Fakat somatik embriyonun tam olarak
olgunlagsmasi ve bitki gelisimi i¢in i¢sel hormon seviyesine bagli olarak ¢ok diisiik

seviyelerde sitokinin gerekli olmaktadir (Aydin, 2010).
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Kiiltiir ortamindaki bitki biliylime diizenleyicilerinin tipinin yaninda miktar1 da
morfogenesis ve biiylime i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Genellikle kalus olusumu ve
hiicre ¢cogalmasini artirmak icin yiiksek konsantrasyonda oksin, diisiik konsantrasyonda

sitokininin kiiltiir ortaminda bulunmasi gerekmektedir. (Ge et al. 2006; Aydin 2010).

Muhumuza and Okari (2013), yaptiklari bir ¢alismada Sorgum tiirlerinde in vitro
rejenerasyon sistemi gelistirmek i¢in anterleri iki farkli ortamda (MS ve L3) kiiltiire
almiglardir. En iyi in vitro 2,5 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/I kinetin igeren ortamlarda elde
etmislerdir. Yiiksek oranda 2,4-D’nin kalus olusumu ve bitki rejenerasyonunu

azalttigini bildirmislerdir.

Trigiano et al. (1987) domuz ayriginda in vitro gelisme embriyogenesise mefluidide ve
dikambanin etkisini arastirmak iizere yaptiklar1 bir ¢alismada yaprak dokularini 15-120

uM dikamba ve 1-100 uM mefluidide igeren SH ortaminda kiiltiire almiglardir.

MCdonnell and Conger (1984) cayir salkim otunun olgun embriyolardan kalus olusumu
ve gelisimi i¢in 2,4-D ve dikamba ve pikloramin farkli konsantrasyonlarini igeren (5,
10, 20, 40, 60 ve 80 uM) iceren SH ortaminda kiiltiire almislardir. Genellikle 2,4-D’nin
artan konsantrasyonlarin yaprak gelisiminin azalttigini belirtmislerdir. 2,4-D’siz 5, 10,
20 uM dikamba bulunan ortamlarda kalus gelisiminin yiiksek oldugunu ve 40 uM
dikambada kalus agirhgmin  azaldigini  belirlemislerdir.  Pikloramin  biitiin
konsantrasyonlarinda embriyolardan Kkalus olusumu uyarilmig ve en yiiksek kalus
olusumu 60 uM pikloram olan ortamda elde edildigini saptamislardir. 20 uM dikamba
ve 60 uM pikloram olan ortamda kalus olusumunu tesvik eden en iyi ortam oldugunu

bildirmiglerdir.

Plazek et al. (1999) Cayir kelp kuyrugu bitkisinin rejenerasyon yetenegini gelistirmek
amaciyla yaptiklari ¢aligmada olgun embriyolar 5 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l dikamba iceren
MS ortaminda kiiltiire almislardir.
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Doku kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorlerden biri de temel besi ortamidir. Cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilen bir¢cok besi ortami formiilasyonu olmasina ragmen
MS, BS5, LS, N6 ve SH yaygin olarak kullanilan besi ortamlaridir. MS ortami birgok
bitki tiiriinde basari ile kullanilmaktadir. SH ise hem monokotiledon hem de dikotiledon

bitkiler i¢in uygun bir ortamdir.

Can vd (2008), yaptiklar1 bir ¢calismada otlak ayrig1 geng salkimlarini iki fakli oksinin
(dikamba ve pikloram) farkli konsantrasyonlarini i¢eren (2, 4, 6, 8 mg/l) igeren iki fakli
ortamda (LS ve SH) kalus olusumu, kalus agirligi ve direk siirgiin olusumu {izerine
ertiklerini incelemislerdir. En yiiksek kalus olusum orani ve agirligini 4 mg/l dikamba
iceren LS ortaminda elde etmislerdir. En yiiksek siirglin olusumu ise 2 mg/l pikloram

iceren SH ortaminda elde etmislerdir.

Ahn et al. (1985) Lolium multiflorum, Festuca rubra ve Dactylis glomerata tiirlerinde
somatik  embriyogenesisten  bitki rejenerasyonu  saglandigint  bildirmiglerdir.
Olgunlagsmamis ¢igek yapilari kalus olusumu ig¢in 1 mg/l 2,4-D bulunan MS ve N6
ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Kalus gelisiminin N6 ortaminda MS ortamina gore

daha iyi oldugunu bildirmislerdir.

YongWoo et al. (2000) Italyan ¢imi (Lolium multiflorum) bitkisinde yaptiklari bir
calismada SH, MS ve N6 ortamlar1 arasinda MS ortamim1 kalus olusumu ve bitki
rejenerasyonu igin en etkili besi oldugunu bildirmislerdir. Kalus olusumu igin 5 mg/1
2,4-D iceren MS ortami kullanirken bitki rejenerasyonu icin 1,0 mg/l BA ve 0,1 mg/l
NAA igeren MS ortamini kullanmigslardir.

Genetik yonden iyilestirilmis yem bitkileri c¢esitlerinin gelistirilmesinde trasgenik
teknoloji klasik 1slah yoOntemlerini tamamlayici ve/veya hizlandirict olarak hizmet

etmektedir (Haliloglu vd 2011).

Trasgenik bitkilerin elde edilmesinde ilk olarak etkili bir bitki rejenerasyonu ve gen

aktarim sisteminin  gelistirilmesi  gerekmektedir. Bugdaygil yem bitkilerinin
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Agrobacterium ile gen aktariminda higromisin transferaz secici geni kullanilmistir

(Wang and Ge, 2005a; Ge et al. 2006).

Agrobacterium araciligiyla hem monokotiledon hem de dikotiledonlarda kullanilan
diisik maliyetli ve etkili gen transfer sistemidir. Agrobacterium aracilifiyla gen
transferi mikro bombardiman sistemine gore daha fazla avantajlara sahiptir.
Agrobacterium araciliiyla gen transferinin Italyan ¢imi, kamigs: yumak, bent ¢imi ve
cok yillik ¢imde yapildig1 bildirilmistir. Agrobacterium tumefaciens bir¢ok yem bitkisi
tiirlerinde gen transferinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Transgenik domuz ayrigi
bitkileri protoplast ile direk gen transferi (Horn et al. 1988) ve yaprak hiicrelerinden
elde edilen embriyonik kaluslara ya da olgun embriyolardan elde edilen kaluslara mikro
bombardiman ile elde edilmistir (Denchev et al. 1997) . Ancak Agrobacterium ile gen

transferinin sisteminin optimizasyonu domuz ayriginda bildirilmemistir.

Ge et al. (2006) yaptiklar1 bir ¢aligmada serada yetistirdikleri zoysia ¢iminden aldiklari
2-3 cm uzunlugundaki bogumlardan 0,5 cm uzunlugunda segmentler almislar ve direk

olarak Agrobacterium tumefaciens ile gen aktarilmustir.

Transgenik yiiksek cayir yumagi, dalli dar1 ve delice otu gibi bugdaygil yem bitkileri
gelistirmek i¢in olgun embriyolardan elde edilen kaluslar Agrobacterium aktarilmis ve
higromisine dayanikli kaluslar secilmis ve transgenik bitkiler dayanikli kaluslardan elde
edilmistir (Wang and Ge 2005b). Bermuda ¢imi, bent ¢imi (Agrostis stolonifera) ve
zoysia ¢iminin (Zoysia japonica) stolon bogumlart gen aktariminda kullanilmustir.
Stolon bogumlar1 Agrobacterium ile muamele edilmis ve bulasmis bogumlardan direkt
transgenik bitkiler elde edilmistir (Wang and Ge 2006).

Denchev et al. (1997) yaptiklar1 bir calismada geng siirgiinlerden aldiklar1 3-4 mm
uzunlugundaki dokular1 30 pM dikamba igeren SH ortaminda kiiltiire almislardir mikro

bombardiman ile gen aktarimi yapmislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bu aragtirmada domuz ayrig1 bitkisinin Bamba ¢esidine ait tohumlar kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

3.1.2.a. Sterilizasyon i¢in kullanilan kimyasallar

-Etil alkol (%70) ve sodyum hipoklorit (%1)

3.1.2.b. Kiiltiir ortamlari icin kullanilan kimyasallar

Kalus ve bitki rejenerasyonu i¢cin MS (Murashige ve Skoog (1962)), SH (Schenk and
Hildebrandt (1972)) ve N6 (Chu Basal Medium) temel besi ortamlar1 kullanilmistir.
MS, SH ve N6 ortamlarinda bulunan kimyasal bilesimleri ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS, SH ve N6 kiltiir ortamlar i¢in kullanilan kimyasal bilesimleri ve
miktarlari

Kimyasal Bilesimi Miktar (mg/l)
Inorganikler MS SH N6

Makro Elementler
KNO3 1900 2500 2830
NH4NO; 1650 - -
NH4.2S04 - - 463
NH;H,PO, - 300 -
MgSQO,.7H,0 370 400 185
CaCl,.2H,0 440 200 166
KH,PO4 170 - 400
Mikro Elementler
MnSQ4.H,0 - 10.0 -
MnSQO,4.4H,0 22.3 - 4.4
Kl 0.83 1.0 0.8
H3:BO3 6.2 5.0 1.6
ZnS04.7H,0 8.6 1.0 1.5
CuS04.5H,0 0.025 0.2 -
Na,M00,4.2H,0 0.25 0.1 0.25
CoCl,.6H,0 0.025 0.1 -
FeS0,.7H,0 27.8 15.0 27.85
Na,EDTA 37.3 20.0 -
Na,EDTA.2H,0 - - 37.25
Organikler
Nikotinik asit 0.5 5.0 0.5
Pridoksin-HCI 0.5 0.5 0.5
Thiamin-HCI 0.1 5.0 1.0
myo-inositol 100 1000 -

3.1.2.c. Besi ortamindaki MS, SH ve N6 tuzlar1 ve vitaminlere ilave olarak

kullanilan kimyasallar

MS, SH ve N6 ortamlarina ek olarak kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. MS, SH ve N6 ortamlarina ek olarak kullanilan kimyasallar

Komponentler Miktar (g/l)
MES hidrat 1

Fitajel 2

Sakkaroz 20

3.2. Yontem

Yapilan bu c¢alismada, domuz ayrigina ait endosperm destekli olgun embriyolardan
kalus olusumu incelenmistir. Bunun igin, 3 farkli hormon (2,4-D, Dikamba ve
Pikloram) ve 6 bunlarin konsantrasyonundan (2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mg/l) olusan 18 farkli
yontemde 3 farkli temel besi ortaminda (MS, SH ve N6) eksplantlar kiiltiire alinmistir.
Calisma her bir tekerriirde 20 adet eksplant bulundurmak iizere 4 tekerriirli
gerceklestirilmigtir. Eksplantlar 25+1°C’de karanlik ortamda 1 ay siireyle kiiltiire
almmistir. Meydana gelen Kkaluslar bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz ortama
aktarilmis ve 25+1°C’de 16:8 saat aydinhik: karanlik fotoperyotta bekletilmistir.
Aydinlatmada kaynak olarak floresan lambasi ve 151k yogunlugunun olarak ise 1500

liikks kullanilmistir. Caligmanin yiiriitiilmesi esnasindaki islemler asagida verilmistir.

Cizelge 3.3. Oksin tipi ve dozlarina gore yontemler

Yontem Oksin Tipi ve Dozu
1 2 mg/l 2,4-D

2 4 mg/l 2,4-D

3 6 mg/l 2,4-D

4 8 mg/l 2,4-D

5 10 mg/l 2,4-D

6 12 mg/l 2,4-D

7 2 mg/l Dikamba
8 4 mg/l Dikamba
9 6 mg/l Dikamba
10 8 mg/l Dikamba
11 10 mg/l Dikamba
12 12 mg/l Dikamba
13 2 mg/l Pikloram
14 4 mg/l Pikloram
15 6 mg/l Pikloram
16 8 mg/l Pikloram
17 10 mg/I Pikloram

18 12 mg/1 Pikloram
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3.2.1. Uygulanan sterilizasyon teknikleri

3.2.1.a. Uygulamanin yapildig1 calisma ortami ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Steril olarak c¢alisilabilmesi igin kullanilacak olan yiizeyler (steril kabin igi),
kullanimdan en az 20 dakika 6nce %70’lik etil alkolle silinmis ve ardindan UV lambasi
acilmistir. UV lambasi kiiltiire alma islemi baslamadan 6nce kapatilmigtir. Calismada
kullanilan aletler (bisturi, pens vb.), ¢alisma esnasindaki kullanimdan once etil alkol
icine batirilmig, ardindan alev lambasina tutularak, alev muamelesiyle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi esnasinda kullanilan 10x15 cm
boyutlarindaki kurutma kagitlari aliiminyum folyoya sarilarak otoklav edilmis, ardindan

bu sterilize edilmis kurutma kagitlar1 izerinde kesimler yapilmistir.

3.2.1.b. Calismada kullanilan tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Yapilan bu caligmada, tohumlar kavuzlarindan ayrildiktan sonra musluk suyunda
yikanmis ve devaminda %70’lik etil alkolde 3 dakika iyice ¢alkalandiktan sonra 3 defa
steril saf su ile durulanmigtir. Daha sonra 1 damla Tween 20 ilave edilmis olan %1°lik
sodyum hipokloritte (%20’lik ¢camasir suyunda) 15 dakika calkalandiktan sonra 3 defa
steril saf sudan gecirilmistir. Bu islemlerden sonra bekletmeden endosperm destekli

olgun embriyolar kiiltiire alinmistir.

3.2.1.c. Kullanilan besi ortanmu ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu

Caligmada kullanilan besi ortamlari, uygun bir sterilizasyon i¢in otoklavda 15 dakika
boyunca 105 kPa basingta 121°C’ye tabi tutulmustur. Ancak sicakla muamele
edildiginde bozulan vitaminler ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu i¢in

0,22 um poroziteli seliiloz nitrat filtreleri kullanilmistir.
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3.2.1.d. Sterilizasyonunda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

a. %70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96’lik etil alkolden 700 ml alinmis ve hacim 960

ml’ye tamamlanmistir.

b. %71’lik Sodyum hipoklorit soliisyonunun hazirlamsi: %5 sodyum hipoklorit
NaOClI igeren ticari ACE® marka ¢amasir suyundan 200 ml alinmis ardindan hacim

1000 ml’ye tamamlanmaistir.

3.2.2. Cahsmada kullanilan temel besi ortamlar1 ve hormonlar icin stok

soliisyonunun hazirlamsi

3 farkli besi ortami i¢in ayr1 ayrt makro (20X) ve mikro (200X) elementler ile demir
selat (200X) ve vitaminler (200X) i¢in stok soliisyon hazirlanmistir. Yine ¢alismada
kullanilan hormonlar i¢inde ayrica stok soliisyonlar hazirlanmistir. Bu kimyasallarin

stok soliisyonlarinin hazirlanisi agagida verilmistir.

3.2.2.a. Makro elementlerin stok soliisyonunun hazirlanisi

Besi ortaminda bulunmast gereken makro elementlerin (Cizelge 3.1) stok

soliisyonlarinin hazirlanmasinda asagidaki islemler sirastyla izlenmistir.

1) Besi ortammin 1 litresinde bulunmasi gerekli makro elementlerin miktarlarinin

20’ser kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

2) Tartilan makro elementler, igerisinde 200 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik
karigtiric1 lizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave

edilmistir.

3) ilave edilen makro elementler su icerisinde iyice ¢dziildiikten sonra, karisimin hacmi
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1 litreye tamamlanmustir.

4) Cozelti amber siseye aktarildiktan sonra, sise lizerine hazirlanma tarihi ve hangi besi
ortamina ait makro element ¢ozeltisi oldugu ve konsantrasyonu (20X) belirtilen etiket

yapistirildiktan sonra, muhafaza edilmek {izere buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir.

3.2.2.b. Mikro elementlerin stok soliisyonunun hazirlanisi

1) FeSO,4.7H,0 ve Na-EDTA harig besi ortaminin 1 litresinde bulunmasi gerekli mikro

elementlerin miktarlarinin 200’er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

2) Tartilan mikro elementler, igerisinde 200 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik
karistiric1 lizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave

edilmistir.

3) ilave edilen mikro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karisimin hacmi

1 litreye tamamlanmustir.

4) Cozelti amber siseye aktarildiktan sonra, sise {izerine hazirlanma tarihi ve hangi besi
ortamina ait mikro element ¢ozeltisi oldugu ve konsantrasyonu (200X) belirtilen etiket

yapistirildiktan sonra, muhafaza edilmek iizere buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir.

3.2.2.c. Demir selatin hazirlamisi

Bu selatin hazirlanmasinda asagidaki islemler sirasiyla izlenmistir.

1) Besi ortaminin bir litresinde bulunmasi gerekli olan FeSO4.7H,0 ve Na,-EDTA

miktarlarinin 200 kat1 olan hassas terazide tartilmistir.

2) Tartilan Na,-EDTA, igerisinde 350 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karistirict
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lizerine yerlestirilmis olan 1 litrelik erlenmayer kabina ilave edilmis 1sitilarak
¢cOzdiriilmiistiir. Yine ayri bir kapta 350 ml bidistile su igerisinde tartilan FeSO,4.7H,0

1sitilarak ¢ozdiirtilmiistiir.

3) Bu iki ayr1 ¢ozelti birlestirilereck toplam hacim 1 litreye tamamlanmistir. Bu
birlestirme isleminden sonra bu ¢6zeltinin rengi agik sar1 renkte olmustur. Hazirlanmis
olan bu selat, amber renkli siseye aktarilmis ve direkt 151k almayacak sekilde

buzdolabinda (4°C) saklanmistr.

3.2.2.d. Vitamin stok soliisyonunun hazirlanisi

Besi ortamlarinda bulunmast gerekli olan vitaminlerinin stok soliisyonun

hazirlanmasinda asagidaki islemler sirasiyla izlenmistir:

1) Besi ortaminin bir litresinde bulunmasi gerekli olan vitamin miktarlarinin 200 kati

100 ml’lik stok soliisyon i¢in hesaplanmig ve buna gore hassas terazide tartilmistir.

2) Tartilan vitaminler iginde 30 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karistirict

izerine yerlestirilmis olan 250 ml’lik erlenmayer kabina sirasiyla ilave edilmistir.

3) [Ilave edilen vitaminler su igerisinde iyice ¢dzdiiriildiikten sonra, karisimm hacmi

100 mI’ye tamamlanmugtir.

4) Hazirlanmis vitamin ¢06zeltisi {izerine hazirlanma tarihi ve Kkonsantrasyonu

yazildiktan sonra, amber renkli cam sise icerisinde buzdolabinda (4°C) saklanmustr.

3.2.2.e. Arastirmada kullanilan oksinlerin hazirlanisi

Kalus olusum ortaminda kullanilan oksinlerin stok soliisyonlar1 hazirlanmigtir.

Oksinlerin stok soliisyonlar1 hazirlanirken kullanilan ¢oziicii ve seyreltici kimyasallar ile
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saklama sicakliklar1 ve ¢aligma konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.2. Oksinlerin stok soliisyonlarinin hazirlanis

Oksin Tipi Coziicii Seyreltici Saklama Cahsma
kosulu konsantrasyonu

2,4-D Etil alkol Su +4°C 1 mg/mi

Dikamba Su / etil alkol Su +4°C 1 mg/mi

Pikloram DMSO Su +4°C 1 mg/ml

3.2.3. Kalus olusum ortamin hazirlanisi

Calismada kullanilan kalus olusum ortaminin hazirlanmasi sirasinda asagidaki islemler

strastyla uygulanmistir.

1) 600 ml ultra saf su olan behere makro element stok soliisyonunda (20X) 50 ml, mikro
element stok soliisyonundan (200X) 5 ml ve demir selat stok soliisyonundan 5 ml alinip

ilave edilmistir.

2) Daha sonra 20 g sakkaroz, 1 g MES Hidrat (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid
hydrate, 4-Morpholineethanesulfonic acid) tartilip eklenmis ve ¢oziinene kadar

karistirilmastir.

3) Cozelti dereceli silindire aktarilip hacim ultra saf su ile 980 ml’ye tamamlanmustir.

4)Hacmi 980 ml’ye tamamlanan ¢ozelti tekrar behere aktarilmis ve bir siire

karistirtlmistir. Daha sonra 1 N NaOH soliisyonu kullanilarak pH: 5,8’e ayarlanmustir.

5) 2 g Phytagel iceren siseye aktarilan ¢ozelti otoklavda 20 dakika siireyle 105 kPa
basingta 121°C sicaklikta bekletilerek sterilize edilmistir.
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6) Yiiksek sicaklikta bozulan maddeler otoklav asamasi bittikten sonra ilave edilmistir.
Bunun i¢in 50 ml beher igerisine vitamin stok soliisyonundan (200X) 5 ml ve hormon
ilave edilmis ve karigtirildiktan sonra 0,22 pum poroziteli seliiloz nitrat filtrelerden

gecirildikten sonra sivi besi ortama eklenmistir.

3.2.4. Bitki rejenerasyon ortaminin hazirlamsi

Kalus olusum ortamindan farkli olarak hormonlar bu asamada kullanilmamustir.

3.2.5. Eksplantin hazirlanisi

Calismada kullanilan embriyolar steril edildikten sonra tohum iizerinden ayrilmadan 4

parcaya bolinmistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Tohumun embriyosunun kesim bolgeleri
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3.2.6. Arastirmada incelenen karakterler

1. Kalus olusum oram (%): Kalus olusum oran1 asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

Kalus olusum orant (%)= (Olusan kalus sayisi1 / Kiiltiire alinan eksplant sayis1) x 100

2. Embriyogenik kalus olusum oram (%): Embriyogenik kalus, sert dokulu,
dagilabilir ozellikte, siki (piitiirli)) yapili ve embriyo olusturma kapasitesine sahip

kaluslardir. Eksplant ve kalus sayisina gore hesaplanmistir.

3. Cevap veren embriyogenik kalus oram (%): Eksplant sayisina, eksplantlardan
meydana gelen kalus sayisina ve meydana gelen embriyogenik kalus sayisina gore

hesaplanmustir.

4. Rejenerasyon etkinligi (Adet): Asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

RE= Rejenere bitki sayis1 / Cevap veren embriyogenik kalus sayisi~
“: K&k ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kalus sayist

3.2.7. Verilerin istatistiksel analizi

Arastirmada, endosperm destekli olgun embriyo kiiltiriinde kalus olusumu,
embriyogenik kalus olusumu, cevap veren embriyogenik kalus olusumu ve rejenerasyon
etkinligi lizerine, 3 farkli temel besi ortaminin (MS, SH ve N6), 3 oksin tipinin (2,4-D,
Dikamba ve Pikloram) ve 6 farkli konsantrasyonlarindan (2, 4, 6, 8, 10, 12 mg/l) olusan
18 farkli yontemin etkileri arastirilmistir. Arastirmada incelenen parametrelere iligskin
3x18 faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina gore varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmustur. incelenen karakterlerde besi ortami, hormon tipi ve
konsantrasyonlarina ait ortalamalar arasindaki farklar, %5 6nem seviyesinde LSD ¢oklu

karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kalus Olusum Oram (%0)

Kalus olusumu {izerine oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemlerin ve temel besi
ortamlarinin etkisi ¢ok onemli olmustur (P<0,01) (Cizelge 4.1). En yiiksek kalus
olusum orani1 %44,2 ile N6 ortaminda gerceklesmis olup bunu %42,1 ile MS ve %39,2
ile SH temel Dbesi ortamlari izlemis ve besi ortamlari arasindaki fark 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Temel besi ortamlarina ve yontemlere gore kalus olusum orani (%)

. L. Temel Besi Ortamm
Yontem | Oksin Tipi ve Dozu MS sH NG Ortalama
1 2 mg/l 2,4-D 32,541,4%  33,8+13" 40,0427 35,4+1,3"
2 4 mg/l 2,4-D 413413 413+13% 40,0427 40,8+0,8"
3 6 mg/l 2,4-D 413+3,1°  45,0+0° 46,3424 | 44,2+1,4°
4 8 mg/l 2,4-D 55,0427 48.8+13°  50,0+0™ 51,3+1,1°
5 10 mg/l 2,4-D 37,5832 40,0£0° 38,8+3.8' 38,8+1,5"
6 12 mg/l 2,4-D 32,5432%  325+1,4" 38,8438 34,6+1,8"
7 2 mg/I Dikamba 46,3424 32,541 4™ 40,0427 39,6+2'
8 4 mg/l Dikamba 53,8424 38,841,370  42,5+1,4%  [45,0+2,1%
9 6 mg/I Dikamba 53,8+2,4° 40,025 46,3+:2.4™° | 46,7+2,1°"
10 8 mg/l Dikamba 55,042° 438+1,3°°  475+1,4™ [48,8+1,6™
11 10 mg/I Dikamba 56,3+2,4° 45,02 51,3+1,3° 50,8+1,7°
12 12 mg/I Dikamba 60,0£2% 61,3+£2,4° 62,5+1,4° 61,3+1,1%
13 2 mg/l Pikloram 22,5+1,4" 22,5+1.4 30,0+0° 25,0+1,2)
14 4 mg/I Pikloram 2756147 325+14™  31,3+1,3° 30,4+1"
15 6 mg/I Pikloram 31341,3%  313+24" 45,0427 35,8+2,2%"
16 8 mg/l Pikloram 30,0+0° 32,5+1.4"  46,3+13"  |36,3+2,2%"
17 10 mg/I Pikloram 3754327 363+24%  488+13%°  [40,8+2,1"
18 12 mg/l Pikloram 438+2.4° 475432  51,3+1,3" 47,5+1,6%
Ortalama 42,1+1,4° 39,2+1,1° 44,2+1" 41,8+0,7
F degeri (Y6ntem) 25,8** 25,4** 15,0%* 55,4%*
F degeri (Temel Besi ortamzi) - - - 29,1**
F degeri (YxT) - - - 5,6%*
LSD (0,05) (Y) 6,4 4,9 5,6 3,2
LSD (0,05) (T) - - - 1,3
LSD (0,05) (Y*T) - - - 2,8
Varyasyon Katsayis1 % 10,7 8,9 8,9 9,6

** ile isaretli F degerleri 0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
! Aym siitunda farkl kiiciik harfle ve aym satirda farkl biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 0,05 ihtimal diizeyinde onemlidir.
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Yontemlerin Kalus olusumu temel besi ortamina gore farklilik gosterdiginden yontem x

temel besi ortami interaksiyonu ¢ok 6nemli olmustur.

MS ortaminda, yontemlerin Kalus olusumu tizerine olan etkileri ¢ok 6nemli olmustur
(P<0,01) (Cizelge 4.1). Bu ortamda yontemlere gore kalus olusum oran1 %60,0 - %22,5
arasinda degismis ve ortalama %42,1 olarak belirlenmistir. MS ortaminda en yiiksek
kalus olusumu %60,0 ile 12 mg/l dikamba igeren ortamda meydana gelirken en digiik
kalus olusumu 9%22,5 ile 2 mg/l pikloramda meydana gelmistir. Bu temel besi
ortaminda oksin tiplerinin dozlar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda 2,4-D harig,
dikamba ve pikloramda doz artigina paralel olarak kalus olusum orani da artmistir. Hem
dikamba hem de pikloramda en yiiksek kalus olusumu 12 mg/I’de meydana gelirken
(Sekil 4.1A), 2,4-D’de ise 8 mg/I’de meydana gelismistir (Cizelge 4.1) ve bu

konsantrasyondan sonra kalus olusumu azalis gostermistir.

SH ortaminda yontemlerin kalus olusumu iizerine etkisi ¢ok dnemli olmustur (P<0,01)
(Cizelge 4.1). Kalus olusum orani yontemlere gore %61,3 - %22,5 arasinda degismis ve
ortalama %39,2 olarak belirlenmistir. SH ortaminda en iyi kalus olusumu %61,3 ile 12
mg/l dikamba igeren ortamda meydana gelirken en diigiik kalus olusumu %22,5 ile 2
mg/l pikloramda meydana gelmistir. Oksin tiplerinin dozlar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda 2,4-D harig, dikamba ve pikloramda doz artisina bagli olarak kalus
olusum orani da artmigtir. Hem dikamba hem de pikloramda en yiiksek kalus olusumu
12 mg/I’de meydana gelmistir. MS ortaminda oldugu gibi SH ortaminda da en yiiksek
kalus olusum orani 8 mg/1 2,4-D’de goriilmiistiir (Sekil 4.1B) (Cizelge 4.1).

N6 ortaminda yontemlerin kalus olusumu iizerine etkisi ¢ok dnemli olmustur (P<0,01)
(Cizelge 4.1). Yontemlere gore kalus olusum orani %62,5 - %30,0 arasinda degismis ve
ortalama %44,2 olmustur. Bu ortamda en iyi kalus olusumu %62,5 ile 12 mg/l dikamba
iceren ortamda, en az kalus olusumu %30,0 ile 2 mg/l pikloramda meydana gelmistir.
Oksin tipleri kendi aralarinda karsilastirildiginda MS ve SH ortamlarinda elde edilen

bulgulara benzer sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1).
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Temel besi ortamlarmin ortalamasina gore ksin tipi ve dozlarindan olusan yontemler
karsilagtirildiginda en yiiksek kalus olusumu %61,3 ile 12 mg/l dikamba i¢eren ortamda
meydana gelirken (Sekil 4.1C), en diisiik kalus olusumu %25,0 ile 2 mg/l pikloram
iceren ortamda meydana gelmistir. Temel besi ortamlarinda elde edilen bulgulara

benzer sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. Kalus olusum ortaminda meydana gelen kaluslar.
A) 4. giinde MS temel besi ortaminda 12. yontemde kalus olusumu. B) 14. Giinde SH ortaminda 4.
yontemde kalus olusumu. C) 30. giinde N6 temel besi ortaminda 11. yontemde kalus olusumu

4.2 . Embriyogenik Kalus Olusum Oram (%0)

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, siki yapili ve krem renkli kaluslar embriyogenik kalus
(Sekil 4.2A, B), beyaz ve sulu yapili kaluslar ise embriyogenik olmayan kalus olarak

degerlendirilmistir.

Embriyogenik kalus olusumu iizerine oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemlerin ve
temel besi ortamlarimin etkisi ¢ok 6nemli olmustur (P<0,01) (Cizelge 4.2). En yiiksek
embriyogenik kalus olusum oran1 %23,7 ile MS ortaminda elde edilmis bunu %23,5 ile
SH ve %21,3 ile N6 ortami izlemis ve MS ile SH arasindaki fark istatistiksel olarak

onemli olmamistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Temel besi ortamlarina ve yontemlere gére Embriyogenik kalus olusum

orant (%).

Temel Besi Ortami

Yontem  Oksin Tipi ve Dozu MS SH NG Ortalama
1 2 mg/l 2,4-D 15,042 20,0249 20,042°"  |18,3+1,3%%
2 4 mg/l 2,4-D 21,3+1,3%  26,3+1,3"9 22,5+1,4%9 |23,3+0,9°™
3 6 mg/l 2,4-D 25,0625 28,8+3,1™° 23,8+1,3™ [25,8+1,4%
4 8 mg/l 2,4-D 35,0407 31,343,1°  25,042°®  [30,4+1,7°°
5 10 mg/l 2,4-D 21,341,3%  21,3+2.4% 18,8+2.4™ [20,4+1,1%
6 12 mg/l 2,4-D 22,5+1,4% 20,0279 16,3+1,3™ [19,6+1,1™
7 2 mg/I Dikamba 28,8+3,1™  18,8+2,4%9 15,0+2™  [20,8+2,2%™
8 4 mg/l Dikamba 28,8+1,3" 20,0027 26,3+2,4° |25,0+1,5%
9 6 mg/I Dikamba 30,0422 23,8+2,4°% 27,5414 [27,1+1,3%
10 8 mg/I Dikamba 31,3+1,3%  23,8+1,3°% 30,042  [28,3+1,3%
11 10 mg/I Dikamba 31,3£1,3®  31,3+2,4° 37,5+32% |33,3+1,5°
12 12 mg/I Dikamba 35,0+0° 45,0£4,6° 35,042  [38,3x2,1°
13 2 mg/l Pikloram 12,541,4"  13,842,49  8,8+1,3 11,7+1,1™
14 4 mg/1 Pikloram 13,8£1,3" 15,0829  13.8+2.4" [14,2+1™
15 6 mg/I Pikloram 15,042,9"  15,0+29  15,0+2™  [15,0£1,2K™
16 8 mg/I Pikloram 17,542,557 18,8249 15+2,9™  [17,121,4"
17 10 mg/I Pikloram 25,0427 2008299 16,3+2.4™ [20,4+1,6%
18 12 mg/I Pikloram 17,542,5%  31,3+1,3°  17,5+1,48" [22,1+2,2™"
Ortalama 23,7+0,9"  23,5+1"  21,3+1°  [22,8+0,6
F degeri (Yontem) 16,2** 10,3** 13,9** 31,8**
F degeri (Temel Besi ortami) - - - 7,0%*
F degeri (YxT) - - - 3,5%*
LSD (0,05) (Y) 5,2 6,8 5,9 3,4
LSD (0,05) (T) - - - 1,4
LSD (0,05) (Y*T) - - - 3,0
Varyasyon Katsayist % 15,5 20,5 19,5 18,6

** jle isaretli F degerleri 0,01 ihtimal diizeyinde dnemlidir.

! Ayni siitunda farkli kiigiik harfle ve ayni satirda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki

farklar 0,05 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.

Y ontemlerin embriyogenik kalus olusumu iizerine olan etkileri temel besi ortamina gore

farklilik gosterdiginden yontem x temel besi ortami interaksiyonunun ¢ok Onemli

olmasina neden olmustur (Cizelge 4.2).

MS ortaminda yontemlerin embriyogenik kalus olusumu iizerine etkisi ¢ok Onemli

olmustur (P<0,01) (Cizelge 4.2).

Bu temel besi ortaminda yontemlere gore
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embriyogenik kalus olusum orani %35,0-%12,5 arasinda degismis ve ortalama %23,7
olmustur. MS ortaminda en yiiksek embriyogenik kalus olusumu %35,0 ile 12 mg/I
dikamba ve 8 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda meydana gelirken en diisiik kalus olusumu

%12,5 ile 2 mg/l pikloramda meydana gelmistir. (Cizelge 4.2).

SH ortaminda yontemlerin embriyogenik kalus olusumu tizerine etkisi ¢ok Onemli
olmustur (P<0,01) (Cizelge 4.2). Yontemlere gore embriyogenik kalus olusum orani
%45,0-%13,8 arasinda degismis ve ortalama %23,5 olmustur. SH ortaminda en yiiksek
embriyogenik kalus olusumu %45,0 ile 12 mg/l dikamba iceren ortamda, en az
embriyogenik kalus olusumu %13,8 ile 2 mg/l pikloramda meydana gelmistir. Oksin
tiplerinin dozlar1  kendi aralarinda karsilastirildiginda 2,4-D hari¢, dikamba ve
pikloramda doz artigina bagli olarak embriyogenik kalus olusum orani da artmistir.
Hem dikamba hem de pikloramda en yiiksek embriyogenik kalus olusumu 12 mg/I’de
meydana gelmistir. 2,4-D’de ise 8m/1’de belirlenmistir (Cizelge 4.2).

N6 ortaminda yontemlerin embriyogenik kalus olusumu fizerine etkisi ¢ok Onemli
olmustur (P<0,01). Yontemlere gore embriyogenik kalus olusum oran1 %37,5-%8,8
arasinda degismis ve ortalama %21,3 olarak belirlenmistir. N6 ortaminda en yiiksek
embriyogenik kalus olusumu %37,5 ile 10 mg/l dikamba igeren ortamda meydana
gelirken en diisiik embriyogenik kalus olusumu %8,8 ile 2 mg/l pikloramda meydana

gelmistir (Cizelge 4.2).

Temel besi ortamlarinin ortalamasia gore oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemler
karsilagtirildiginda en yiiksek embriyogenik kalus olusumu %38,3 ile 12 mg/l dikamba
iceren ortamda meydana gelirken, en diisiik kalus olusumu %11,7 ile 2 mg/l pikloram
iceren ortamda meydana gelmistir. Oksin tiplerinin dozlar1 kendi iglerinde
degerlendirildiginde 2,4-D hari¢ dikamba ve pikloramdaki doz artisina paralel olarak
kalus olusum orani da artmustir. 2,4-D ise 8 mg/l dozuna kadar artig gosterirken bu

dozdan sonra azalis gézlenmistir (Cizelge 4.2).
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(A) (B)

Sekil 4.2. Rejenerasyon ortamina aktarildiktan sonra meydana gelen embriyogenik

kaluslar.
A) SH temel besi ortaminda 12. yontemde embriyogenik kalus olusumu. B) MS temel besi ortaminda 4.
yontemde embriyogenik kalus tizerindeki somatik embriyolar

4.3. Cevap Veren Embriyogenik Kalus Olusum Oram (%0)

Kok ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyonik kaluslar cevap veren

embriyogenik kalus olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3A,B).

Cevap veren embriyogenik kalus olusumu iizerine oksin tipi ve dozlarindan olusan
yontemlerin ve temel besi ortamlarinin etkisi ¢ok dnemli olmustur (P<0,01) (Cizelge
4.3). En yiiksek kalus olusum oran1 %7,9 ile MS ortaminda bunu %5,7 ile SH ve %3,8
ile N6 ortamu izlemis ve aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli olmustur (Cizelge

4.3).



Cizelge 4.3. Temel besi ortamlarina

kalus olusum orani (%).
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ve yontemlere gore cevap veren embriyogenik

B ... Temel Besi Ortami
Yontem Oksin Tipi ve Dozu MS SH NG Ortalama
1 2 mg/l 2,4-D 5,040° 5,0+0° 0,0+0° 3,3+0,7
2 4 mg/l 2,4-D 10,0£0°  5,0+0° 0,0+0° 5,0+1,2°
3 6 mg/l 2,4-D 13,8+1,3%  5,0+£0° 0,0:£0° 6,3+1,8"
4 8 mg/l 2,4-D 15,040  7,5+1,4  5,0+0° 9,2+1,4°
5 10 mg/l 2,4-D 10,0£0°  5,0+0° 5,0+0° 6,7+0,7>
6 12 mg/l 2,4-D 10,0£0°  5,0+0° 5,0+£0° 6,7+0,7"
7 2 mg/l Dikamba 5,0+0° 5,0£0° 0,0:£0° 3,3+0,7'
8 4 mg/l Dikamba 5,0+£0° 5,0+0° 5,0+0° 5,0+£0°
9 6 mg/l Dikamba 7,51,4°  5,0+0° 5,0£0° 5,8+0,6°
10 8 mg/l Dikamba 7,5+1,4°  6,3+1,3%  5,0+0° 6,3+0,7°°
11 10 mg/I Dikamba 7,5£1,4°  7,5+1,4°  5,0+0° 6,7+0,7"
12 12 mg/I Dikamba 10,0£0° 10,020  10,0£0*°  |10,0+0°
13 2 mg/I Pikloram 5,0£0° 0,0+£0° 5,0+£0° 3,3+0,7
14 4 mg/l Pikloram 5,0+0° 0,0£0° 5,0+0° 3,3+0,7'
15 6 mg/I Pikloram 6,3£1,3°  5,0+0° 5,0+£0° 5,4+0,4%
16 8 mg/l Pikloram 6,3+1,3°  7,5+14°  7,5+1.4° [7,10,7°
17 10 mg/l Pikloram 6,3+1,3°  10,0£0° 0,001 5,4+1,3%
18 12 mg/1 Pikloram 7,5+1,4°  8,8+2.4™  0,0+0° 5,4+1,4%
Ortalama 7,940,4"  57+0,4° 3,8+0,4° [5,8+0,2
F degeri (Yontem) 11,1%* 9,8%* 77,8%* 18,7**
F degeri (Temel Besi ortami) - - - 139,9**
F degeri (YxT) - - - 13,4%*
LSD (0,05) (Y) 2,6 2,5 1,0 1,2
LSD (0,05) (T) - - - 0,5
LSD (0,05) (Y*T) - - - 1,0
Varyasyon Katsayisi % 22,7 30,5 18,1 25,8

** jle isaretli F degerleri 0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
! Aym siitunda farkli kiigiik harfle ve aymi satirda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki

farklar 0,05 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.

Oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemlerdeki cevap veren embriyogenik kalus

olusumu temel besi ortamina gore farklilik gdsterdiginden yontem x temel besi ortami

interaksiyonu ¢ok 6nemli olmustur.
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MS ortaminda yontemlerin cevap embriyogenik Kkalus olusumu iizerine etkisi ¢ok
onemli olmustur (P<0,01) (Cizelge 4.3). Yontemlerin cevap veren embriyogenik kalus
olusum oran1 %15,0 - %5,0 arasinda degismis ve ortalama %7,9 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.3B,C). MS ortaminda en yiiksek cevap veren embriyogenik kalus olusumu
%15,0 ile 8 mg/l 2,4-D igeren ortamda en az cevap veren embriyogenik kalus olusumu
%5,0 ile 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l dikamba, 4 mg/l dikamba, 2 mg/l pikloram ve 4 mg/l

pikloram igeren ortamlarda meydana gelmistir (Cizelge 4.3).

SH ortaminda yontemlerin cevap veren embriyogenik kalus olusumu iizerine etkisi ¢ok
onemli olmustur (P<0,01) (Sekil 4.3D). Yontemlere gore cevap veren embriyogenik
kalus olusum orant %10,0-%0,0 arasinda degismis ve ortalama %5,7 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3A). SH ortaminda en yiiksek cevap veren embriyogenik kalus
oran1 %10,0 ile 12 mg/l dikamba ve 10 mg/l pikloram igeren ortamlarda meydana
gelirken 2 mg/l ve 4 mg/l pikloramda cevap veren embriyogenik kalus olusumu

gozlenmemistir (Cizelge 4.3).

N6 ortaminda yontemlerin cevap veren embriyogenik Kalus olusumu iizerine etkisi ¢ok
onemli olmustur (P<0,01). Yontemlere gore cevap veren embriyogenik kalus olusum
orant %10,0-%0,0 arasinda degismis ve ortalama %3,8 olmustur. N6 ortaminda en
yiikksek cevap veren embriyogenik kalus orani %10,0 ile 12 mg/l dikamba igeren
ortamda meydana gelirken, 2 mg/l 2,4-D, 4 mg/l 2,4-D, 6 mg/l 2,4-D, 2 mg/l dikamba,
10 mg/l pikloramda ve 12 mg/l pikloramda cevap veren embriyogenik kalus olusumu

gbzlenmemistir (Cizelge 4.3).

Temel besi ortamlarinin ortalamasina gore oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemler
karsilagtirildiginda en yiiksek cevap veren embriyogenik kalus olusumu %10,0 ile 12
mg/l dikamba iceren ortamda meydana gelirken, %3,3 ile 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l dikamba
2 mg/l pikloram ve 4 mg/I pikloram igeren ortamlarda cevap veren embriyogenik kalus

olusumu gozlenmistir (Cizelge 4.3).
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(© (D)

Sekil 4.3. Embriyogenik kaluslardan siirgiin olusumu

A) SH temel besi ortaminda 12. yontemde somatik embriyodan rejenere bitki olusumu B) MS temel besi
ortaminda 5. yontemde embriyogenik kaluslardan siirglin olusumu. C) MS temel besi ortaminda 2.
yontemde embriyogenik kaluslardan siirgiin olusumu. D) SH ortaminda embriyogenik kalusdan siirgiin
olusumu

4.4. Rejenerasyon Etkinligi (Adet)

Rejenerasyon etkinligi iizerine oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemlerin ve temel
besi ortamlarmin etkisi ¢ok onemli olmustur (P<0,01 )(Cizelge 4.4). En yiiksek
rejenerasyon etkinligi 6,2 adet ile MS ortaminda meydana gelirken bunu, 6,1 adet ile
SH ve 2,9 adet ile N6 ortami izlemis ve MS ve SH temel besi ortamlari arasindaki fark

istatistiksel olarak dnemli olmamistir (Cizelge 4.4) (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. Temel besi ortamlarina ve yontemlere gore rejenerasyon etkinligi (adet).

. . Temel Besi Ortamm
Yontem Oksin Tipi ve Dozu MS SH NG Ortalama
1 2 mg/l 2,4-D 8,7+0,7°  58+05%  0,0:0°  [4,8+1,1%
2 4 mg/l 2,4-D 8,8+0,1° 7,5£0,7°  0,0£09  [5,4+1,2%
3 6 mg/l 2,4-D 1120,4° 7,540,6""  0,0+0°  |6,2+1,4°
4 8 mg/l 2,4-D 17,04£0,7°  8,8+0,5°® 11,8+0,6® [12,5+1,1°
5 10 mg/l 2,4-D 6,0+0% 7,3+0,67  10,5+0,5° |7,9+0,6"
6 12 mg/l 2,4-D 6,1£0,3%  6,7+0,69 1,040 [4,6+0,8™
7 2 mg/l Dikamba 2,5£0,6"  57+0,2° 0,009  [2,7+0,7"
8 4 mg/l Dikamba 3+0,4™ 6,3£0,6'9  2,6+0,1%° |4,0+0,6°"
9 6 mg/l Dikamba 440,49 8,940,6° 3,00  [5,3+0,8
10 8 mg/l Dikamba 6,7+0,5° 9,3+0,8"  4,3+1,5° |6,7+0,8°
11 10 mg/l Dikamba 7,0+0° 10,8£0,6*° 5,8+0,5° [7,8+0,7°
12 12 mg/I Dikamba 7,2+0,3° 11,740,6° 6,0+0°  |8,3+0,8°
13 2 mg/I Pikloram 1,3+0,1’ 0,0+0" 2,0£0,2%" |1,1+0,3
14 4 mg/l Pikloram 2,8£0,5™  0,0+0' 1,3£0,3" |1,3+0,4
15 6 mg/I Pikloram 3,0£0,4™  3,0+0" 1,5+0,3° |2,5+0,3’
16 8 mg/l Pikloram 4,5+1" 3,540,6"  2,0+0,4% [3.3+0,5™
17 10 mg/I Pikloram 5,3+0,2% 4,0£0,7"  0,0+0° 3,10,7"
18 12 mg/I Pikloram 6,3£0,3%  3,5+0,3"  0,0£0° [3,3+0,8™

Ortalama 6,2+0,4"  6,1£0,4" 2,9+04° [5,0+0,3

F degeri (Y 6ntem) 65,8** 37,4%* 64,1**  1054%*
F degeri (Temel Besi ortami) - - - 276,4**
F degeri (YxT) - - - 217,5**
LSD (0,05) (Y) 1,3 1,5 1,3 0,8
LSD (0,05) (T) - - - 0,3
LSD (0,05) (Y*T) - - - 0,7
Varyasyon Katsayist % 14,8 17,7 31,1 19,1

** jle isaretli F degerleri 0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.

! Aym siitunda farkli kiigiik harfle ve ayni satirda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki

farklar 0,05 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.

Yontemler rejenerasyon etkinligi temel besi ortamina gore farklilhik gosterdiginden

yontem x temel besi ortami interaksiyonu ¢ok dnemli olmasina neden olmustur (Cizelge

4.4).

MS ortaminda yontemlerin rejenerasyon etkinligi iizerine etkisi ¢ok onemli olmustur

(P<0,01) (Cizelge 4.4). Yontemlere gore rejenerasyon etkinligi 17,0 adet ile 1,3 adet
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arasinda degismis ve ortalama 6,2 adet olarak belirlenmistir. MS ortaminda en yiiksek
rejenerasyon etkinligi 17,0 adet ile 8 mg/l 2,4-D igeren ortamda meydana gelirken en
diisiik rejenerasyon etkinligi 1,3 adet ile 2 mg/l pikloram igeren ortamda meydana

gelmistir (Cizelge 4.4).

SH ortaminda yontemlerin rejenerasyon etkinligi tizerine etkisi ¢cok 6nemli olmustur
(P<0,01). Yontemlere gore rejenerasyon etkinligi 11,7 adet ile 0,0 adet arasinda
degismis ve ortalama 6,1 adet olmustur. SH ortaminda en yiiksek rejenerasyon etkinligi
11,7 adet ile 12 mg/l dikamba igeren ortamda meydana gelirken 2 mg/l ve 4 mg/l

pikloramda bitki olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.4).

N6 ortaminda yontemlerin rejenerasyon etkinligi lizerine etkisi ¢ok dnemli olmustur
(P<0,01). Yontemlere gore rejenerasyon etkinligi 11,8 adet ile 0,0 adet arasinda
degismis ve ortalama 2,9 adet olarak belirlenmistir. Bu ortaminda en yiiksek
rejenerasyon etkinligi 11,8 adet ile 8 mg/l 2,4-D igeren ortamda meydana gelirken, 2
mg/l 2,4-D, 4 mg/l 2,4-D, 6 mg/l 2,4-D, 2 mg/l dikamba, 10 mg/I pikloramda ve 12 mg/I

pikloramda bitki olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.4).

Temel besi ortamlarinin ortalamasina gore oksin tipi ve dozlarindan olugan yontemler
karsilastirildiginda en yiiksek rejenerasyon etkinligi 12,5 adet ile 8 mg/l 2,4-D iceren
ortamda meydana gelirken, en diisiik rejenerasyon etkinligi 1,1 adet ile 2 mg/l pikloram

iceren ortamda meydana gelmistir (Sekil 4.4) (Cizelge 4.4).
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Q)

Sekil 4.4. Besi ortamlarinda meydan gelen rejenere bitkiler

A) Kiiltiir baglangict B) Kalus olusumu C) embriyonik kaluslardan olusan bitkicikler D) Tek Bitki E)
Rejenere Dbitkilerin magenda kutusunda kok ve siirgiinlerinin gelistirilmesi F) Rejenere bitkilerin
aklimizasyonu G) Rejenere bitkilerin viyollerde gelistirilmesi H ve 1) Rejenere bitkilerin saksilara
aktarilmasi
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5. SONUC ve TARTISMA

Genetik miihendisligi c¢alismalart etkili bir bitki rejenerasyon sistemine baglhdir.
Olgunlasmamis embriyolar bu amagla en yaygin olarak kullanilan eksplant kaynagini
olustururlar. Olgunlasmamis embriyolarin eksplant kaynagi olarak kullanilabilmeleri
icin donor bitkiden belli donemlerde eksplant kaynaginin temin edilmesine ve kishk
cesitlerde vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi i¢in seralara ve kontrollii kosullara
gereksinim duyulmaktadir. Bu durumda daha uzun bir siire ve daha fazla finansman
gerekmektedir. Buna karsin, olgun embriyolarin kaynagi olan tohumlar kolaylikla temin
edilebildikleri ve depolanabildikleri i¢in yilin her doneminde c¢alisma olanagi
saglamaktadirlar. Bu nedenle olgun embriyolar genetik transformasyon ¢alismalarinda
kullanilacak kaluslarin iiretimi igin alternatif eksplant kaynagini olustururlar. Ancak,
olgun embriyolarin somatik embriyogenesis yolu ile rejenerasyon kapasitelerinin diisiik

olmasi nedeniyle fazla tercih edilmemektedir.

Arastirmamizda, endosperm destekli olgun embriyodan basarili bir sekilde bitki
rejenerasyonu saglanmis bulunmaktadir. Ayni sekilde, domuz ayriginda bitki
rejenerasyonu i¢in olgun embriyolari Conger and Carabia (1978) ve Sahin vd (2010)’de
kullanmislardir. Bunun yaninda, bugdayda (Bartok and Sagi 1990; Chen et al. 2006;
Aydm 2006), arpada (He and Jia 2008) ve tritikalede (Birsin and Ozgen 2004)
endosperm destekli olgun embriyolarin endosperm desteksiz olgun embriyolara gore
bitki rejenerasyon kapasitelerinin daha ytiksek oldugu saptanmistir. Arastirmamizda en
iyi Kkalus olusumu 12 mg/l dikambanin kullanildigi ortamda (12 nolu yontem)
gbzlenmistir. Buna karsin, Kiling (2004) bugdayda olgun embriyo kiiltiiriinde yapmis
oldugu ¢alismada dikambanin 2,5, 5, 7,5 ve 10 mg/l dozlarin1 kullanmis ve en iyi kalus
olusumunun 5 mg/l dikambada elde etmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak ¢alismamizda

farkl bitki tiiri ve endosperm destekli olgun embriyolar kullanilmistir.

Endosperm destekli olgun embriyolarin direk embriyolara gore bitki rejenerasyonu
bakimindan daha iyi olmasinin nedeni ile ilgili c¢esitli goriisler bildirilmistir. Bu

goriislerden biri, endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde endospermin yapay besi
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ortamina gore daha fazla besin sagladigi yoniindedir (Bartok and Sagi 1990). Diger
gorilis ise embriyodaki bazi hiicrelerin endospermden sinyal alabilecegi ve bdylece
eksplantta diizgiin bir sekilde farklilasma saglanabilecegi ve bunun sonucunda da

rejenere bitkilerin olusacagi seklindedir (Chen et al. 2006).

Bitki doku kiiltiirtinde, bitki biiyiime diizenleyicileri onemli rol oynamaktadirlar. Kiiltiir
ortamina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicilerinden oksinler, hiicre boliinmesini ve
gelisimini uyaran ve somatik embriyo olusumunu en fazla etkileyen bilesiklerdir.
Embriyogenesis olusumu i¢in en fazla kullanilan oksin tipi 2,4-D olmakla birlikte NAA,
pikloram ve dikamba da tek basinlarina veya 2,4-D ile birlikte kullanilmaktadirlar.
Diger yandan oksinlerin embriyogenesis olusumunu tesvik etmek amaciyla
kullanilmalarina ragmen kiiltiir ortaminda siirekli oksin bulunmasi somatik embriyolarin

gelisimini engellemektedir (Aydin 2010).

Arastirmamizda en iyi oksin tipinin kalus ve embriyogenik kalus olusumu i¢in dikamba,
cevap veren embriyogenik kalus ve rejenerasyon etkinligi i¢cin 2,4-D oldugu
belirlenmistir. Ayn1 sekilde bugdayda endosperm destekli ve desteksiz olgun embriyo
kiiltirlerinde oksin tiplerinin karsilastirildigi ¢aligmalarda dikambanin 2,4-D’den daha
etkili oldugu belirlenmistir (Mendoza and Kaeppler 2002; Filippov et al. 2006). Yine,
Can vd (2008), otlak ayriginda yaptiklari ¢alismada en iyi kalus olusumunu dikambada
elde etmiglerdir. Papenfuss and Carmen (1987), dikambanin, metabolizma tarafindan
daha hizli kullanildigin1 ve bu nedenle siirgiin olusumunu artirdigin1 bildirmislerdir.
Ancak, Redway et al. (1990), bugday doku kiiltiiriinde yapmis olduklari ¢alismada
dikamba ve 2,4-D arasinda herhangi bir fark olmadigini kaydetmislerdir. Transgenik
bitki elde edilmesinde onemli unsurlardan biri elde edilen rejenere bitki sayisidir.
Arastirmamizda, oksin tipi ve dozlarindan olusan yontemlerle temel besi ortamlar
birlikte degerlendirildiginde en yiiksek rejenere bitki sayist 8 mg/l 2,4-D iceren MS
ortamindan elde edilmistir. Yine, bir¢ok arastirmaci kalus olusumu i¢in 2,4-D’nin
basarili bir sekilde kullanildigim bildirmislerdir (Karp 1994; Ozgen vd 1996, 1998).
Chen et al. (2006), bugdayda yapmis oldugu endosperm destekli olgun embriyo
kiltiiriinde 8 mg/1 2,4-D iceren MS ortamini kullanmistir. Yine, bugday olgun embriyo
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kiiltiiriinde ¢alisan Ahmet ve Adak (2007), olgun embriyolar1 8 mg/l 2,4-D igeren MS
ortaminda kiiltiire almislardir. Tritikalede calisan Birsin ve Ozgen (2004), endosperm

destekli olgun embriyo kiiltiiriinde 8 mg/l 2,4-D igeren MS ortamini 6nermislerdir.

Arastirmada kullandigimiz ti¢ oksin tipinde de yiiksek dozlarda bitki rejenrasyonunun
daha iyi oldugu belirlenmistir. Nitekim Filippov et al. (2006), olgun embriyolarin
olgunlagsmamis embriyolara gore daha yasli ve daha fazla farklilasmis dokular igerdigini
ve bu nedenle tersine farklilasma i¢in daha yiiksek oranda oksin kullanilmasi gerektigini
bildirmislerdir. Yine, ayni arastiricilar endosperm destekli olgun embriyo kiiltiiriinde
endospermin bitki biiyiime diizenleyicilerini absorbe edebilecegini ve bu nedenle
endosperm desteksiz olgun embriyo kiiltiiriine gore daha yiiksek oranda oksin
kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. En yiiksek bitki rejenerasyonu 8 mg/l 2,4-D’de
meydana gelirken, dikamba ve pikloramda ise 12 mg/l meydana gelmistir. Bugdayda
olgun embriyoda calisan Filippov et al. (2006) en iyi bitki rejenerasyonunu 2,4-D’nin
10 mg/l dozundan, dikambanin ise 12 mg/l dozundan elde etmislerdir. Yine, ayni
arastirmada 14 mg/l dikamba iceren ortamda bitki rejenerasyonu 10 mg/l 2,4-D iceren
ortamdan daha yiiksek olmustur. Yine, Muhumuza and OKkari (2013), sorgum tiirlerinde
en iyi bitki rejeneresyonunu 2,5 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/1 kinetin iceren ortamlarda elde
etmigler ve yaptiklar1 bir caligmada 2,4-D’nin yiiksek oranda kullanilmasi durumunda
kalus olusumunu ve bitki rejenerasyonunu azalttigini bildirmislerdir. Yine, McDonnell
and Conger (1984) cayir salkim otu bitkisinde 2,4-D’nin artan konsantrasyonlarinin
yaprak gelisimini azaltigini, 2,4-D’siz 5, 10, 20 uM dikamba bulunan ortamlarda kalus
gelisiminin yiiksek oranda oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar dikambanin 2,4-D’ye
gore daha yiiksek dozda etkili olabilecegini gostermektedir. Nitekim, 2,4-D, enzimatik
parcalanmaya ve birlesmeye direng gostermekte ve bu nedenle bitki hiicrelerinde
yiiksek oranda kararli bir sekilde kalabilmektedir (Moore 1989). Yine, 2,4-D’nin
yiiksek konsantrasyonlarinda kromozamal anormalliklerin ve somaklonal varyasyonun
arttig1 ve bu nedenle 2,4-D’ ye alternatif olarak dikamba ve pikloram gibi oksinlerin
kullanilabilecegini belirtmislerdir (Pedrosa and Vasil 1996). Nitekim, gen aktarim
caligmalarinda istenmeyen bir 6zellik olan somaklonal varyasyon igin en iyi oksin tipi

ve dozunun belirlenmesine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle bu ¢alismanin devami olarak
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somaklonal varyasyona yonelik ¢aligmalarin planlanmasi daha uygun olacaktir.

Doku kiiltiiriinde basariy1 etkileyen faktorlerden biri de temel besi ortamidir. Cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilen birgok besi ortami formiilasyonu olmasina ragmen
MS, BS5, LS, N6 ve SH yaygin olarak kullanilan besi ortamlaridir. MS ortami bir¢ok
bitki tiirlinde basar1 ile kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada SH ortam1 diger ortamlara (MS
ve N6) gore daha iyi sonug¢ vermistir. SH ise hem monokotiledon hem de dikotiledon
bitkiler i¢in uygun bir ortamdir. Ayni sekilde, Can vd (2008), otlak ayriginda yaptiklari
caligmada en yiiksek siirglin olusumunu SH ortaminda elde etmistir. Ancak, Ahn et al.
(1985) Lolium multiflorum, Festuca rubra ve Dactylis glomerata tiirlerinde kalus
gelisiminin N6 ortaminda MS ortamina gore daha iyi oldugunu bildirmislerdir. Yine,
YongWoo et al. (2000), italyan ¢imi (Lolium multiflorum) bitkisinde yaptiklar1 bir
calismada SH, MS ve N6 ortamlar1 arasinda MS ortamimin kalus olusumu ve bitki

rejenerasyonu igin en etkili besi oldugunu bildirmislerdir.

Sonug¢ olarak, domuz ayriginda endosperm destekli olgun embriyolarin basarili bir
sekilde kullanilabilecegi ve en iyi bitki rejenerasyonun 8 mg/l 2,4-D igeren MS

ortaminda meydana geldigi belirlenmistir.
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