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OZET

ADI YALANCIDARI (Paspalum dilatatum Poir.) BITKISININ SOMATIK
KROMOZOM SAYISININ BELIRLENMESI VE GENC SALKIMLARININ /N
VITRO KULTURDE EKSPLANTAT OLARAK KULLANILMA OLANAKLARI

UZERINDE BiR ARASTIRMA

Bu arastirma, adi yalancidari (Paspalum dilatatum Poir.) bitkisinin somatik
kromozom sayilar1 ve n Vitro kiiltiir dzelliklerinin saptanmas1 amaciyla yapilmustir.

Arastirma sonugclari, incelenen ekotiplerin 2n=4x=40 kromozomlu oldugunu
gostermistir.

Bu ¢alismada, 5 farkli adi yalancidari (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipinden
alian geng salkim segmentlerinin farkli konsantrasyonlarda (2, 4, 6 ve 8 mg |'1) 2,45-T
(2,4,5-triklorofenoksiasetik asit) igeren MS ortaminda kallus olusum ve bitki
rejenerasyon potansiyelleri incelenmistir.

Aragtirma sonuglari, kallus indiiksiyon orani, kallus agirligi ve bitki
rejenerasyonunun ekotiplere ve 2,4,5-T konsantrasyonlarina bagh olarak degistigini
ortaya koymustur. Ekotiplere bagli olarak kallus olusum oran1 % 32.8 ile % 68.7, petri
kutusu basina kallus agirligi 37.82 ile 113.4 mg ve petri kutusu basina gerceklesen
rejenerat sayisit 2.00 ile 8.06 arasinda degismistir. En yiliksek kallus indiiksiyon orani,
kallus agirhig: ve bitki rejenerasyonu 6 mg 1" 2,4,5-T konsantrasyonundan saglanmustir.

2019, 59 sayfa

Anahtar Kelimler: Adi Yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.), Geng Salkim, /n Vitro
Kiiltiir, Kromozom, Ekotip, 2,4,5-T



ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON DETERMINATION OF SOMATIC CHROMOSOME
NUMBERS AND ON THE POSSIBILITY OF USING YOUNG
INFLORESCENCES OF DALLISGRAS (Paspalum dilatatum Poir) AS
EXPLANTATE IN VITRO CULTURE

This study was conducted to determine the number of somatic chromosomes,
morphological features and In Vitro culture capabilities of dallisgras (Paspalum dilatatum
Poir). The results showed that ekotypes had 2n=4x=40 chromosomes.

This study was conducted to determine the effects of genotype and 2,4,5-T (2,4,5-
trichlorophenoxyacetic acid) concentrations on the callus induction and plant
regeneration from the young inflorescences of dallisgras (Paspalum dilatatum Poir).

In the study, the segments of young inflorescences from six different ecotypes of
dallisgrass were cultured on the MS-medium containing different concentrations of 2,4,5-
T (2,4,6and 8 mg ™).

The result of the study showed that the ecotypes were significantly different in callus
induction ratio, callus weight per petri dishes and plant regeneration from the young
inflorescences. Depending on the ecotypes, callus induction ratio varied from 32.8 % to
68,7 %, callus weight from 37.82 to 113.4 mg/petri dishes and number of regenerates per
petri dishes from 2.00 to 8.06 regenerates. Callus induction ratio, callus weight and
regeneration ratio were also significantly influenced by the concentartions of 2,4,5-T. The
segments cultured on the MS-medium containing 6 mg I* of 2,4,5-T gave the highest
values of callus induction ratio, callus weigh and regeneration ratio.

2019, 59 pages

Key Words: Dallisgrass, Young Inflorescences, In Vitro Culture, Chromosome, Ecotype,
2,45-T
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1. GIRIS

Yenilenebilir dogal kaynak ekosistemleri akilci ve bilingli bir sekilde teknigine
uygun olarak kullanildiklarinda, insanogluna yenilenemeyen dogal kaynaklara gore daha
uzun siire hizmet edebilecek nitelige sahiptirler (Tiikel ve Hatipoglu, 2017).

Beslenmemizin temeli olan hayvansal gida maddeleri tiretimine dair sorunlar,
temelde hayvanciligin kars1 karsiya kaldigi sorunlardan kaynaklanmaktadir. Kaliteli
kaba yem iiretimi sorunu ise iilkemiz hayvanciliginin en 6énemli sorunlarindan birisidir.
Dogal ¢ayir meralarimiz ve yembitkileri yetistiriciligi hayvan yemi iiretim kaynaklar
icinde ¢ok Onemli yer tutmasina ragmen, bu alanlarin kural dist kullaninlar1 sebebiyle
bozulmus ve gercek islevlerini yerine getiremeyecek duruma gelmislerdir. 67 yilda 41
mil ha’dan 14.6 mil ha’a kadar diismiistiir (TUIK, 2018).

Bu 6nemli dogal kaynaklarin gesitli sebeplerle esas islevini kaybetmesi sonucu;
yurdumuzda hayvan beslenmesi, verimleri azalmis dogal ¢ayir-meralara, anizlara ve
tahil samanina dayanmistir. Cayir-meralarin yanhis kullanilmasi sonucunda iiretilen
yemlerin besin degeri ve miktar1 azaldigi i¢in hayvanlarin yararlanma potansiyeli de
azalmig ve verimlerinde diisiis meydana gelmistir. Yem bitkileri sorunun ¢oziimiine
kaba yem kaynaklarinin tekrar hayata gegirilerek baglanmalidir. Tiirkiye’nin en 6nemli
bu dogal kaynaklarin yeniden 1slah edilerek otlatma kapasitelerinin artirilmasi
zorunludur (Ozkan ve Sahin Demirbag, 2016).

Ulke genelinde oldugu gibi bdlgedeki meralarda yillardan beri siiregelen yanlis
kullanimlar sonucu verimsiz hale gelmistir. Ulkemiz ¢ayir-meralarinin i¢inde bulundugu
bu durum, toprak ve su kaynaklarimizi da olumsuz yonde etkilemektedir.

Ulkemizin en 6nemli yenilenebilir dogal kaynaklarimiz olan ¢ayir-meralarimizin
bu durumdan kurtulabilmesi i¢in uygun 1slah yontemleri ile 1slah edilerek yeniden bol ve
kaliteli yem tretir duruma getirilmeleri zorunludur.

Ulkemiz meralarinda, dinlendirme veya giibreleme gibi kisa siire icinde sonug
verecek yoOntemlerin basarili olmadig (Altin, 1975; Alinoglu, 1984; Alinoglu ve
Miilayim, 1984; Tiikel ve Hatipoglu, 1987), buna karsilik; sartlarin elverisli oldugu
yerlerde bu alanlarin tekrar tohumlanarak, bélgenin iklim ve toprak kosullarina adapte
olmus yembitkileri karigimlarinin ekilmesinin daha basarili oldugu ortaya c¢ikmistir

(Tosun ve ark., 1975).



Yeniden tohumlama yontemi ile mera 1slah1 ve tarla yem bitkileri yetistirme
alanlarmin genisletilebilmesi i¢cin muhtelif ekolojik bolgelerimiz i¢in adapte oldugu
saptanmis bol ve kaliteli yem iireten yembitkisi tiir ve ¢esitlerinin yeterli miktarlarda
tohumlarinin tiretilmesi gerekmektedir.

Bugiin tilkemizde yapilan yembitkisi arastirmalarina ragmen, farkli ekolojik
ozellikler gosteren bolgelerimizin uygun yembitkisi tlirlerini ve bunlarin tohumlarin
bulmak olduk¢a giictiir. Bunun igin herseyden 6nce farkli ekolojik bolgelerimiz igin
kullanilabilecek yembitkisi tiir ve gesitlerinin ortaya saptanmasi ve Yyeterli miktarda
tohumlarinin iiretilmesi gerekmektedir.

Ulkemizin degisik bolgelere adapte olmus yembitkisi tiir ve gesitlerinin ortaya
konulmasinda, vejatasyonda bulunan yabani tiirler, mevcut cesitler ve dis kaynakl
materyalden yararlanmak miimkiindiir. Bir¢ok yembitkisinin anavatani olan iilkemiz,
yembitkisi 1slahinda kullanilabilecek yabani yembitkisi populasyonlari agisindan biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Yiiksek verimli yembitkisi populasyonlarindan yaralanma, bu
bitkilerin s6z konusu bolgenin ekolojik kosullarina ¢ok iyi adapte olmasi nedeni ile ¢cok
1yi bir avantaj saglar.

Bolgemizde yembitkisi islahinda kullanilabilecek adi yalancidari (Paspalum
dilatatum Poir.) bitkisidir. Yaklasik 400 tiirti bulunan Paspalum L. cinsinin esas gen
merkezi Brezilya, Arjantin, Kiiba, Uruguay, Paraguay gibi Giiney Amerika iilkeleridir.
Adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.) dik bilyiiyen ve yumak meydana getiren ve
ayni tiirler i¢inde soguga en dayanikli olan bitkidir. Mera kurulumunda kullanildig: gibi,
slaj yemi olarak da degerlendirilir. Cok tohum olusturmasina ragmen, tohum ¢imlenme
giicii ¢ok zayiftir. (Tosun, 1974).

Bugiin Paspalum L. bitkisi dogal yayilim alanlarindan tropik ve subtropik alanlara
tasinmugtir. Iyi bir sicak mevsim bugdaygil yem bitkisi olup, 6zellikle mera tesislerinde
kullanilir (Cmar ve Hatipoglu, 2014). Otlamaya dayaniklidir. Ci¢eklenme Oncesinde
lezzetli olmasina ragmen c¢iceklenme sonrasi ortaya g¢ikan ergot mantari bitkinin
hayvanlar tarafindan sevilerek yenmesini diisiiriir (Cook ve ark., 2005). Tiirkiye’de
Ozellikle Akdeniz sahillerinde mera karisimlari igin onerillen bir tiirdiir (Cinar ve ark.,

2014).



Subtropik bolgelerin 6nemli bir yembitkisi olan adi yalanci dart bitkisi birkag
seksiiel tetraploidler ile apomiktik olan (penta ve hexaploid) gibi biyotiplerden olusur
(Casa ve ark., 2002).

Adi yalancidar bitkisinin 6zellikle penta ve heksaploid tiirlerinin apomiktik
tireme biyolojisi gostermesi bitkide istenmeyen karakterlerinin klasik 1slah yontemleri ile
1slahinda giicliikleri ortaya ¢ikarmaktadir.

Ozellikle son yillarda bu bitkilerde 1slah siirecinin kisaltilabilmesi ve istenen
karakterlerin bir geneotipte toplanmasi i¢in in-vitro kiiltiir tekniklerinin kullanilmasina
yonelik uluslararasi alanda yogun cabalar bbulunmaktadir. Ozellikle bu bitkilerin
1slahinda in-vitro kiiltiir teknikleri ile varyasyon olusturulmasi, istenilen edilen
varyantlarin kolay selekte edilmesi ve hizli bir sekilde gogaltilmasi konusu {izerinde
durulmaktadir (Ahlowalia, 1984).

Bugdaygil yembitkilerinde in-vitro kiiltiir tekniklerinin uygulanmasina yonelik
arastirmalar 1950'li yillarda baslamis olmasina karsilik, 1970'i yillara kadar 6nemli bir
basar1 elde edilememistir (Vasil ve Vasil, 1986). Son zamanlarda farklilasmamis
meristem hiicrelerini igeren doku ve organlarin in-vitro kiiltiirde eksplantat olarak
kullanilmasi ve besi ortamlarina ilave edilen farkli biiylime diizenleyicileri ile biiyiik
gelismeler saglanmistir. Bugiine kadar stirdiiriilen arastirmalarda 50' den fazla bugdaygil
yembitkisi tiiri i¢in uygun eksplantat-kallus-rejenerat sistemi gelistirilmistir. Bu tiirler
arasinda Paspalum cisine ait tiirler de bulunmaktadir. Nitekim Paspalum dilatatum P.
bitkisinin gen¢ salkimlarindan elde edilen embriyogenik kalluslardan siispansiyon
kiiltiirlerinin olusturuldugu ve bu silispansiyon kiiltiirlerden izole edilen protoplastlardan
bitki rejenerasyonunun gergeklestirildigi bildirilmektedir (Akashi ve Adachi, 1992).

Elde edilen bu basarili sonuglara karsilik, diger bugdaygil yembitkilerinde oldugu
gibi Paspalum dilatatum P. bitkisinde de bir¢ok problem mevcuttur. Her seyden 6nce, bir
tiirtin farkli genotipleri in-vitro kiiltiirde farkli sonuglar vermekte, bir genotip igin uygun
oldugu saptanan kiiltiir kosullar1 diger bir genotipte ayn1 derecede basarili olamamaktadir
(Dale, 1980; Hatipoglu, 1991).

Bu arasgtirmada; ¢ok onemli sicak mevsim yembitkisi olan adi yalancidar
bitkisinin somatik kromozom sayisinin belirlenmesi, in-vitro kiiltirde geng¢ ¢icek
salkimlarinin eksplantat olarak kullanilmasi, rejenere olabilir kallus kiiltiirlerinin elde

edilmesi ile in-vitro kiiltiir olanaklarindan yararlanma imkanlari amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Hill ve Myers (1945), boyamadan evvel yapilan hidroliz i¢in gereken zamanin
materyale gore degisiklik gosterdigini, domuz ayrig1 (Dactylis glomerata) bitkisinde 23
ile 25 dakikanin optimum bir hidroliz siiresi oldugu halde, yiiksek ¢ayir yumagi (Festuca
elatior) bitkisinde 30 dakikalik slirenin daha iyi boyama sagladigini bildirmektedirler

Myer (1945), bezelye ve diger baz1 bitkilerin kok uglarini % 10 HCI de 10-30
dakika, 60 °C' da hidroliz etmistir.

O' Mara (1948), da alfa-monobromonaftalin ve alfa-monobromobenzeni ilk islem
icin kullanmis ve bu kimyasal maddelerin paradiklorobenzen ve asetonaftenden daha
kolay bir sekilde kullanildiklarini ortaya koymustur. Bu maddelerin kromozomlarin
kisalmasi ve diizlesmesi suretiyle onlarin saglikli sayimina ve biiyiikliiklerinin kiyasina
imkan vermek bakimindan en az diger maddeler kadar etkili oldugunu belitmistir. Ayrica,
alfa-monobromonaftalinin paradiklorobenzen ve asetonaftenden daha kolay bir sekilde
kullanildigin1 ve ig ipliklerinin olusumunu durdurdugunu, kromozomlarin kisalmasina ve
diizelmesine etki ettigini bildirmistir.

Sass (1951), asetokarmin ile kromozomlarin boyama teknigini, asetokarmin
hazirlanmas1 yontemini ve kromozom saymmi ile metafaz kromozomlarinin
morfolojilerini tespit etmede kok uclarindan preparat hazirlanmasi1 konusunda bilgiler
sunmustur.

Carnahan ve Hill (1961), Bothriochloa ischaemum ve Themeda triandra tiirlerinin
apomiktik tiirler oldugunu ve bu nedenle bu tiirlerde somatik kromozom sayisinin
degisken oldugunu, bu tiirler {izerinde siirdiiriilen sitolojik arastirmalarda Bothriochloa
ischaemum i¢in 2n=40-60, Themeda triandra i¢in ise 2n=20-80 arasinda degisen
kromozom sayilar1 saptadigini bildirmektedir.

Lesins ve Lesins (1972), kromozom morfolojilerini, temelde mitotik dokular
tizerinde incelemislerdir

Chen ve ark. (1977), biiyiik sakalotu (Andropogon gerardi) bitkisinde yaptiklar
aragtirmalarda, geng salkimlardan olusan kallus agirli§inin besi ortamina ilave edilen 5
uM'a kadar olan 2,4-D konsantrasyonlarinda konsantrasyon arttik¢a artis gosterdigini,
daha yiiksek konsantrasyonlarda kallus agirliginin azaldigini belitmislerdir.

Conger ve ark. (1978), domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.), embriyolariyla

stirdiirdiikleri arastirmalarda besi ortamindaki 2,4-D konsantrasyonunun 20 uM'a kadar



arttirlldiginda kallus agirliginda artis oldugunu, 20 uM' dan daha yiliksek 2,4-D
konsantrasyonlarinin kallus agirliginda azalmaya neden oldugunu saptamiglardir.

Brettel ve Ark. (1980), sorgum (Sorghum bicolor) bitkisinde geng salkimlardan
kallus olusum oraninin, salkim uzunluguna bagl olarak 6nemli derecede degistigini, en
yiiksek kallus olusum oraninin 10-20 mm' lik salkimlardan elde edildigini saptamislardir

Nakamura ve Keller (1982), farkli triticale genotipleriyle siirdiirdiikleri
arastirmalarda, geng basaklardan olusan rejenere olabilir kallus oraninin genotiplere bagl
olarak ¢ok farklilik gdosterdigini ve besi ortamima ilave edilen farkli 2,4,5-T
konsantrasyonlarinin kallus olusumu {izerine etkisinin genotipe bagl olarak degistigini
ortaya koymuslardir

Dale ve Dalton (1983), ingiliz ¢imi (Lolium perenne L.), italyan ¢imi (Lolium
multiflorum L.), Lolium multiflorium x Festuca pratensis, Lolium multiflorium x Lolium
perenne, Festuca pratensis, Festuca arundinacea, Phleum pratanse, Dactylis glomerata
gibi sekiz farkli bugdaygil tiir ve melezlerinin gen¢ salkimlariyla siirdiirdiikleri
arastirmalarda, salkimlar kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra ¢i¢ek primordialarindan ¢igek
yerine ¢ok sayida siirgliniin olustugunu, Dactylis glomerata L. bitkisinde salkim basina
ortalama 24,8 bitki elde edilebildigini saptamislardir. Arastiricilar salkimlarda ¢igek
primordialarindan siirgiin olusumunu vivipari olarak nitelendirmekte ve bu olayin
ozellikle c¢evre kosullarmin etkisiyle dogada da ortaya c¢iktigini bildirmektedirler.
Arastiricilar, elde edilen rejeneratlarin fenotip ve kromozom sayisi agisindan normal
oldugunu saptamiglardir.

Maddock ve ark. (1983), farkli bugday genotipleri iizerinde stirdiirdiikleri
arastirmalarda gen¢ basaklardan kallus olusturma oranlarimin genotipe bagl olarak
degistigini ve olusan rejenerantlarda fenotipik varyasyon gézlendigini bildirmektedirler.

Ahlowalia (1984), bugiin bilinen klasik 1slah yontemleriyle bir bugdaygil
yembitkisi c¢esidinin 1slahinin 15-20 yil devam ettigini bildirmektedir. Arastiric
biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasiyla bu 1slah siirecinin kisaltilabilecegini,
ozellikle varyantlarin ortaya cikartilmasi ve arzu edilen varyantlarin seleksiyonunda
biyoteknolojik yontemlerden yararlanilabilecegini bildirmektedir.

Ahn ve ark. (1985), kopekdisi ayrigi (Cynodon dactylon) bitkisinin geng
salkimlartyla siirdiirdiikleri arastirmalarda 0,5 cm uzunlugundaki salkim parcalarindan 4

haftalik bir kiiltiir sonucunda 12,8 mg ile 128,2 mg arasinda degisen kallus agirliklar elde



etmislerdir.

Marsolais ve Kasha (1985), "Elrose" arpa ¢esidi ile yaptiklari anter kiltiiri
caligmasinda, ficol 400 ilavesi ile hazirlanmis sivi BAC1 ortaminda % 9 ve %12 'lik
sakkaroz igeren varyantlarin her ikisinde de artan 2,4-D konsantrasyonlarinda reaksiyon
gosteren anter ve toplam kallus ylizdesinin arttigini, fakat embriyogenik kallus / sulu
yapidaki kallus oranindaki degisimin net olmadigini, % 9 sakkaroz ve en yiiksek 2,4-D
konsantrasyonu (8 mg/1) ile olusturulan kombinasyonunun 284 anterden, % 26,1 oraninda
toplam reaksiyon ve %10,9 embriyogenik ve % 61,4 embriyogenik olmayan, sulu yapida
kallus olusturarak en iyi sonucu verdigini, indiiksiyonun 10. giiniinde alt kiiltiir ortamiyla
yenilenen ortamda ayn1 kombinasyonun tekrarlanmasi durumunda en diisiik reaksiyonun
(% 6,2) gergeklestigini, %3 sakkaroz ve 1 mg/l IAA kullanilmasi durumunda ise % 50,2
oraninda embriyogenik kallus olusurken, embriyogenik olmayan kallus oraninin % 16,8
oldugunu, alt kiiltiir ortaminda artan 2,4-D konsantrasyonlarinda embriyogenik kallus /
sulu yapidaki kallus oraninin azaldigmi saptamis ve sulu yapidaki kalluslarin
rejenerasyon kabiliyetlerinin ¢ok zayif oldugunu bildirmislerdir.

Thomas ve Scott (1985), arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinin geng basaklarinin
in-vitro kiiltiirtinde; besi ortamindaki 2,4-D konsantrasyonun 10 uM kadar artirildiginda
kallus olusturma oranin da artis gosterdigini, daha yliksek konsantrasyonlarda kallus
olusturma oraninda bir azalmanin oldugunu saptamislardir.

Bovo ve Mroginski (1986), farkli yalancidar: (Paspalum) tiirleriyle siirdiirdiikleri
aragtirmalarda geng¢ salkimlar kiiltiire alindiginda bu salkimlarin 3-8 giin icinde
kahverengi bir hal aldigini, basakciklarda sisme ortaya ¢iktigint ve 8. Giin sonunda
salkim parcalarinin kesilme yerlerinde kallus olusumunun ortaya ¢iktigini gézlemislerdir.

Rhodes ve ark. (1986), siirdiirdiikleri arastirmalarda geng misir (Zea mays L.)
salkimlarindan kallus olusumunun genetik kontrol altinda oldugunu bildirmislerdir.

Vasil ve Vasil (1986), bugdaygil yem bitkilerinde biyoteknolojik yontemlerin
kullanilmasimma yonelik arastirmalarin  1950'1i  yillarda basladigini  ancak bu
arastirmalalarin 1970' e kadar basarisiz oldugunu bildirmektedirler.

Wernicke ve ark. (1986), 2,4-D gibi oksinlerin yiiksek dozlarda uygulandiklarinda
mevcut meristem hiicrelerinin boliinmesini engelledigini bildirmektedirler.

Ahn ve ark. (1987), farkli kopekdisi ayrigi (Cynodon dactylon L.) ¢esitleriyle

stirdiirdiikleri arastirmalarda geng¢ salkimlardan kallus olusum oraninin genotipe bagl



olarak onemli farkliliklar gosterdigini saptamislardir.

Metzinger ve ark. (1987), Bothriochloa ischaemum’ un A8793 ve A8911c, ve
Bothriochloa intermedia’ nin A8873b ve 8894d genotiplerinde kallus indiiksiyonu ve
bitki rejenerasyonunu arastirdiklar1 ¢alismalarinda; genotiplere ait geng salkimlarin 2-5
mm segmentlerini ekplantat olarak kullanmislar, 5 mg/1 2,4-D, 30 g/l sakkaroz, 7 g/l T.C.
agar iceren LS ortaminda ve 0.5 mg/1 2,4-D, 3.2 mg/l IAA, 1mg/l kinetin, 15 g/l sakkaroz
ve 5 g/l agar igeren MS ortaminda kiiltlir etmislerdir. Arastiricilar, her iki ortamda da
beyaz kompakt yapida embriyogenik ve sulumsu yapida embriyogenik olmayan
kalluslarin olustugunu, embriyogenik kalluslardan siirgiin olusumunun basladigini,
genotip x ekplantat x ortam kompozisyonunun kallus ve bitki rejenerasyonunu
etkiledigini bildirmektedirler.

Artunduaga ve ark. (1988), Bothriochloa ischaemum (A-8793 ve A-8911c) ve
Cynodon dactylon (L.) Pers (A-10978b, A 12164 ve Brazos) ¢esitlerinin geng salkimlari
ile stirdiirdiikleri arastirmalarda; eksplantatlar1 0, 1, 3 ve 5 mg/l 2,4-D igeren modifiye
edilmis MS ortaminda kiiltiir ettiklerini, biitiin eksplantatlardan 4 hafta sonra kallus
olustugunu, 3 mg/l 2,4-D uygulamasinin Bothriochloa ischaemum’ un iki ¢esidinde de
embriyogenik kallus olusumunu artirirken, Cynodon dactylon bitkisinin sadece iki
cesidinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, maksimum embriyogenik kallus
olusumunun Cynodon dactylon bitkisinin Brazos ¢esidinden elde edildigini, ancak diger
cesitlerden rejenerasyon saglanmasma karsin, Brasoz ¢esidinden rejenerasyon
gergeklesmedigini bildirmektedirler.

Lorz ve ark. (1988), bugdaygil bitkilerinde kallus olusturulmasi ve kallustan bitki
rejenerasyonunun kullanilan explantata, genotipe, donor bitkilerin fizyolojik durumuna,
besi ortaminin bilesimine ve kiiltiir kosullarina bagl oldugunu bildirmektedirler.

Molenaar ve ark. (1988), tek yillik ve c¢ok yillik ¢im bitkileri iizerinde
stirdlirdiikleri aragtirmalarda geng salkimlardan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunun
genotipe bagli olarak biiyiik farkliliklar gésterdigini, farkli 2,4-D konsantrasyonlarinin
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisinin genotipe bagli olarak degistigini
bildirmektedirler.

Gland ve Hatipoglu (1989), farkli Hyparrhenia hirta L. ekotipleri ile
stirdlirdiikleri arastirmalarda; gen¢ salkimlardan kallus indiiksiyon oraninin ekotiplere

bagli olarak % 13.3 ile % 55.6 arasinda, kallus agirliginin 4.4 ile 68.7 mg/ petri arasinda



ve rejenerasyon oraninin % 4.4 ile % 162.2 arasinda degistigini saptamislardir.
Aragstiricilar; kallus indiiksiyon orani, kallus agirligt ve rejenerasyon oraninin besi
ortamina ilave edilen biiylime diizenleyicisinin cinsine ve kosantrasyonuna bagli olarak
da 6nemli derecede farklilik gdsterdigini, en yliksek kallus indiiksiyon orani (% 41. 3) ve
rejenerasyon oraninin (% 130) 2,4-D iceren ortamda kiiltiir edilen salkimlardan, en
yiikksek kallus agirliginin (46.64 mg/petri) ise dicamba iceren ortamda kiiltiir edilen
salkimlardan elde edildigini, ortamdaki 2,4-D igeriginin 5 mg/1’ ye kadar yiikseltilmesi
ile kallus indiiksiyon orani, kallus agirligi ve rejenerasyon oraninda artis olmasina
karsilik, dicamba ve picloram igeren ortamlarda konsantrasyonun 10 mg/l’ ye kadar
arttirtlmasinin kallus indiiksiyonu, kallus agirlig1 ve rejenrasyon oraninda artiga neden
oldugunu bildirmektedirler.

Pareddy ve Petolino (1990), farkli musir (Zea mays L. spp.) genotipiyle
stirdiirdiikleri arastirmalarda gen¢ salkimlardan kallus olusum oranlarinin genotiplere
bagli olarak 6nemli derecede degistigini saptamislardir.

Eizenga ve Dahleen (1991), farkli yiiksek ¢ayir yumag: (Festuca pratensis L.)
genotiplerinin geng salkimlariyla siirdiirdiikleri arastirmalarda geng salkimlardan kallus
olugma oraninin genotiplere bagl olarak 6nemli derecede degistigini, besi ortamina ilave
edilen 2,4-D ve 2,4,5-T gibi auxinlerin kallus olusturma oraninda 6nemli bir farklilik
meydana getirmedigini, olusan rejenerantlarin herhangi bir varyasyon gostermedigini
saptamiglardir.

Hatipoglu (1991), farkli domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.) ekotipleri {izerinde
stirdlirdiigli aragtirmalarda geng salkimlardan kallus indiiksiyon orani, siirgiin indiiksiyon
orani ve bitki rejenerasyon orani agisindan genotipler arasinda 6nemli farkliliklar
bulundugunu, besi ortamina ilave edilen farklt 2,4-D konsantrasyonlarinin kallus
indiiksiyon oranina etkisinin genotiplere bagl olarak 6nemli derecede degistigini, diisiik
2,4-D konsantrasyonlarinda rejenerasyon oraninin daha yiiksek oldugunu ve elde edilen
rejeneratlarda herhangi bir fenotipik ve kromozom sayisi sapmasinin ortaya ¢ikmadigini
saptamistir.

Akashi ve Adachi (1992), adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum P.) bitkisinin geng
salkimlariyla siirdiirdiikleri arastirmalarda en yiiksek kallus olusturma oranimni MS

ortamina ilave edilen 10 mg 2,4-D ile elde etmislerdir.



Burson (1992), Paspalum cromyorrhizon Trin. (2n = 2x = 20), P. indecorum Mez
(2n = 2x = 20), ve P. laxum Lam. (2n = 6x = 60) tiirlerini P. dilatatum Poir. (2n = 4x =
40) tiirti ile melezlendigini, tiim hibritlerde mayoz boliinmede diizensizliklerin oldugunu,
12 P. dilatatum x P. cromyorrhizon hibridinin kromozom sayisinin 2n = 3x = 30
oldugunu, yedi P. dilatatum x P. indecorum hibridinin 30 kromozoma sahip oldugunu, ii¢
P. dilatatum x P. laxum hibridinin ise 50 kromozomlu oldugunu bildirmektedir.

Ozcan ve ark. (1992), bezelye (Pisum sativum L)’de olgunlasmamis
kotiledonlarin farkli bolgelerini eksplant olarak kullandiklarini ve 0,5 mg/l BAP ve 4 mg/I
NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiir ettiklerini, kallus olusumu sonrasinda siirgiin
olusumunun basladigini, kotiledonlarin embriyonik ug¢ kisimlari ile, bu kismi ve hemen
altindaki kotiledon boélgesini igeren eksplantlarin en fazla siirgiin olusturdugunu,
embriyonik ucun alinmamasi durumunda siirgiin olusumunun gerceklesmedigini, ortama
ilave edilen giimiis nitrat (AgNO3)’1n siirgiin sayisinda degil, fakat siirgiin kalitesinde
etkili oldugunu, rejenere olan siirgiinlerin 1 mg/l IBA igeren 2 MS ortaminda %80-90
oraninda koklendiklerini saptamislardir.

Hatipoglu ve ark. (1993), Hyparrhenia hirta L. bitkisinde siirdiirdiikleri
arastirmalarda; gen¢ salkimlardan kallus indiiksiyon oraninin ekotiplere bagli olarak %
10.4 ile % 57.8, kallus agirligimin 10.7 ile 134.9 mg/ petri ve salkim segmenti basina
rejenerat sayisinin 0.20 ile 0.53 arasinda degistigini, ekotiplerin kromozom sayisinin
kallus indiiksiyonu ve kallus agirligina etkisinin 6nemsiz oldugunu, dicamba iceren
ortamda kiiltiir edilen salkimlardan 2,4-D igeren ortamda kiiltiir edilenlere gore daha
yiiksek kallus agirhigi elde edilmesine karsilik, 2,4-D igeren ortamda kiiltiir edilen
salkimlarda salkim segmenti basina dicamba igeren ortamdakine gore daha yiiksek
rejenerasyon orani elde edildigini, oksin cesitlerinin kallus indiiksiyonuna etkisinin
ekotiplere bagl olarak farklilik gosterdigini bildirmektedirler.

Ozcan ve ark. (1993), bezelye (Pisum sativum)’de olgunlasmamis kotiledon
eksplantlarindan bitki rejenerasyonu ve somatik embriyogenesis gerceklestirmenin hizli
bir yontemini tarif ettikleri ¢alismalarinda, kotiledon boyutlar1 ve ortama yerlestirilme
sekillerinin direk rejenerasyonda olduk¢a Onemli oldugunu, en yiiksek bitki
rejenerasyonunun 7-8 mm boyutundaki yesil kotiledonlarin kesim bolgelerinden besi
ortamina yerlestirilmeleri durumunda saglandigini ve elde edilen siirgiinlerin %80-90

oraninda koklendigini, somatik embriyolarin modifiye edilmis MS ortaminda, 27-215 uM



o-naftalasetik asit ve 23-181 uM oranlarinda 2,4-diklorofenoksiasetik asit ilavesi ile
gergeklestigini, ancak en yiiksek ve normal morfolojili somatik embriyo frekansinin a-
naftalasetik asit kullanilmasi ile gergeklestigini saptamiglardir.

Can ve ark. (1994), 10 farkl1 domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.) klonlarindan
alinan geng salkim segmentlerinin 2,4-D i¢eren LS ortaminda kallus indiiksiyonu ve bitki
rejenerasyon potansiyellerini inceledikleri arastirmada; kallus indiiksiyonu ve petri
kutusu bagina kallus agirliginin klonlara bagl olarak 6nemli derecede degistigini, slirglin
indiiksiyonu ve rejenerasyon orani agisindan klonlar arasinda 6nemli bir farkliligin ortaya
cikmadigini, klonlara bagli olarak besi ortamina konulan salkim segmenti basina 0.109
ile 1.266 arasinda degisen sayilarda bitkicik elde edildigini, siirgiin indiiksiyon oraninin
2,4-D konsantrasyonlarindan énemli derecede etkilendigini, 2,4-D konsantrasyonlarinin
kallus indiiksiyon orani, kallus agirligi ve rejenerasyon oraninda 6nemli bir farklilik
yaratmadigini, salkim segmentlerinden direk siirgiin indiiksiiyonu i¢in ortama 2.5 mg/1
2,4-D ilave edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Denchev ve Conger (1994), Panicum virgatum bitkisinin dokularindan kolaylikla
rejenerasyonun saglanacagi yontemleri gelistirmek amaciyla yaptiklar1 arastirmalarda;
Alamo c¢esidinin olgun karyopsis ve gen¢ yapraklarindan alinan ekplantatlari, 2,4-D ve
BAP igeren MS ortaminda kiiltiire aldiklarini, olgun karyopsisler i¢in 45 uM, geng
yapraklar i¢in de 5 uM BA konsantrasyonlarinin 22.5 pM 2,4-D igceren MS besi
ortaminda hem organogenesis hem de somatik embriyogenesis yoluyla yliksek frekansta
bitki rejenerasyonuna neden oldugunu bildirmektedirler.

Hatipoglu ve Dogramact (1995), 10 ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)
hattindan yaptiklar anter kiiltiirii calismalarinda iki farkli besi ortami (85D12 ve P2) ve
tic farkli katilagtirma maddesinde (agar, bugday ve misir nisastasi) kiiltiire etmislerdir.
reaksiyon gosteren anter ve rejenerasyon oraninin yiiksek oranda genotip, besi ortami ve
besi ortam1 katilastirma maddesinin etkisi altinda oldugunu, hem reaksiyon gosteren anter
orani, hem de rejenerasyon orani agisindan P2 ortaminin 85D 12 ortamina gore daha iistiin
oldugunu ve rejenerasyon oranlarinin agar ve bugday nisastasinda benzer ancak bunlarin
misir nigastasindan istatistiki olarak yiiksek oldugunu bildirmektedirler.

Ozcan ve ark. (1996). korunga (Onobrychis viciifolia)’da déllenmeden yaklasik
15 giin sonra hasat edilen tohumlardan olgunlagsmamis kotiledon ve embriyo pargalarini

MS besi ortaminda kiiltiire aldiklarin1 ve farkli konsantrasyonlardaki BAP ve NAA nin
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direk siirgiin olusumuna yol actigini, en yiiksek siirglin olusumunun 0.5 mg/l BAP ve 2
mg/l NAA igeren ortamda Oncelikle bir kallus asamasi sonrasinda olustugunu,
olgunlagsmamis embriyo pargalarinin, kotiledon eksplantlarina oranla daha yiiksek siirgiin
olusturma kapasitesine sahip oldugunu, rejenere olan siirglinlerin 1 mg/l IBA (%54) veya
1 mg/l NAA(%60) igeren 2 MS ortamina aktarilarak koklendirildiklerini, IBA igeren
ortamda koklenme direk olusurken, NAA igeren ortamda koklenmenin bir kallus fazi
sonrasinda ger¢eklestigini saptamiglardir.

Celiktas ve Hatipoglu (1997), 9 yazlik durulmus arpa hatt1 ve ¢esidi iizerinde
stirdlirdiikleri anter kiiltiiri arastirmalarinda; anterleri 0, 7, 14, 21 ve 28 giin siirelerle +4
°C’de 6n muameleye tabii tuttuklarim1 ve bu uygulama siireleri sonunda farkli
derisimlerde (2, 4, 6 ve 8 mg/l) 2,4-D igeren N6 ortaminda kiiltiir ettiklerini, tepki
gOsteren anter oraninin bilyiik dlgiide genotipik etki altinda oldugunu saptamislardir.
Arastiricilar, genotipe bagli olarak ortalama anter tepki oraninin % 0.00 ile % 1.313
arasinda degistigini, tepki gosteren anter orani agisindan 14 giinliik siirenin en ideal soguk
on muamele siiresi oldugunu, incelenen 2,4-D derisimlerinin anter tepki oranina
etkilerinin birbirinden farkli olmadigini bildirmektedirler.

Can ve ark. (2000), 6 farkli adi yalanci dar1 ekotipin gen¢ ¢igek salkim
segmentlerini MS besi ortaminda ve farkli 2,4-D igeren oksin konsantrasyonlarda (2, 4,
6, 8, ve 10 mg/l)kiiltiir ettiklerini, kallus indiiksiyon orani, kallus agirligi ve bitki
rejenerasyonunun ekotiplere ve 2,4-D konsantrasyonlarina bagh olarak 6nemli 6l¢iide
degistigini ortaya koymuslardir. kallus indiiksiyon oran1 % 17.5 ile % 65, petri kutusu
basina kallus agirlig1 75.25 ile 365.1 mg ve salkim segmenti basina gergeklesen rejenerant
sayist 0.263 ile 1.612 arasinda ekotiplere bagli olarak degistigini. En yiiksek kallus
indiiksiyon orani, kallus agirligi ve bitki rejenerasyonunun 6 mg/l 2,4-D oksin
konsantrasyonundan saglandigini saptamiglardir.

Can ve Hatipoglu (2000), 15 Sar1 Sakalotu (Bothriocloa ischaemum (L.) Keng)
ekopitinin geng salkimlarindan kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisini
belirleme  siirdiirdiikleri  ¢alismada; farkli  besi ortami, oksin ¢esidi ve
konsantrasyonlarinin kallus olusturma, kallus agirlig1 ve bitki rejenerasyonunu 6nemli
olgiide etkiledigini, kallus olusum oranini ekotiplere bagl olarak % 9.7 ile % 51.6
arasinda, petri kutusu basina kallus agirhiginin 96.6 ile 414.6 mg arasinda ve salkim

segmenti basina rejenere olan bitkicik sayist 0.0 ile 2.2 arasinda degistigini, kallus
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olusturma, kallus agirlig1 ve bitki rejenerasyon orant bakimindan LS besi otamimin SH
besi ortamindan daha istiin oldugunu, 2,4-D oksin igeren ortamda kiiltir edilen
salkimlarin dicamba igeren ortamda kiiltiir edilenlere oranla daha yiiksek kallus olusturma
orani ve kallus agirligi verirken, dicamba igeren ortamdan daha yiiksek oranda bitki
rejenerasyon orani gergeklestigi saptamislardir. kallus olusturma orani ve kallus agirligi
bakimindan 4 mg/l 2-4-D konsantrasyonu daha iistiin olurken, 8 mg/I’lik dicamba
konsantrasyonu en yiiksek bitki rejenerasyon oranini olusturdugunu bildirmislerdir.

Celiktas (2001), korunga (Onobrychis sativa L.) bitkisinde genotip, eksplantat,
oksin ¢esit ve konsantrasyonu ile sitokinin ¢esit ve konsantrasyonunun in-Vitro
rejenerasyon lizerine etkilerinin saptanmasi ile yaptig1 ¢aligmada, kallus indiiksiyonu ve
bitki rejenerasyonunun genotip, eksplantat, oksin ¢esidi ve konsantrasyonu ve sitokinin
cesit ve konsantrasyonundan dnemli derecede etkilendigini bildirmistir.

Molinari ve ark. (2001), bu c¢alismanin amacinin, transformasyon yoluyla
apomiktik genotiplerden (Paspalum simplex) izole edilen dizilerin apomiksisle iligkilerini
test ederek, bu tiirlerin seksiiel ve apomiktik hatlarindan bitki rejenerasyonu igin bir
yontem gelistirmek oldugunu, hizli ve etkili bir rejenerasyon i¢in, aseptik ve kontrollii
kosullarda biiytitiilen 10 giinliik fidelerden elde edilen hipokotil disklerinin en iyi sonucu
verdigini, kallus olusumu i¢in en iyi besi ortaminin, Thiamin —HCL 4 mg/L, Myoinositol
100 mg/l, seker 30 mg/L, 8 gr/l katilagtiric1 agar ve 2 mg/l 2,4-D ve 0.05 mg/l kinetin
iceren MS besi ortam1 oldugunu, kallus olusum ortamindaki kiiltiirlerden 6 hafta sonra
kallus yiizeylerinde erken rejenerasyon siirgiinlerinin meydana geldigini ve iki hafta sonra
bu yapilardan, NAA 0.5 mg /L ve 6-BAP 2 mg /I ortamlarina alinmadan iyi gelisen
siirgtinler meydana geldigini, olusan bu siirgiinlerden iki hafta sonra ayni1 ortamda bitki
biiyiime diizenleyicisi olmaksizin iyi bir kok sistemi gelistigini bildirmiglerdir

Ramgareeb ve ark. (2001), yaptiklar1 arastirmada, kdpekdisi ayrigi (Cynodon
dactylon) bitkisinin geng¢ yapraklarini, 3 mg/I 2,4-D igeren MS besi ortaminda kiiltiir
ettiklerini ve iirettikleri embriyogenik kallustan 14 hafta i¢cinde 40 bitkicik elde ettiklerini
bildirmektedirler.

Vikrant ve rashid (2001), Paspalum scrobulatum L. PSC-1 ¢esidinin olgun
olmayan ¢i¢ek durumunun basakc¢ik eksenleri lizerinde, yiiksek frekanslh direkt somatik
embriyogenesisin (sirasiyla %34 ve % 30) 9.0 uM 2,4-D igeren MS ortaminda ve 4.5 uM
2,4-D igeren N6 ortaminda saglandigini, ¢igek primordiasi digindaki diger bitki
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dokularinin, kallus olusumundan sonra indirekt olarak somatik embriyolar verdigini, %
0.5’lik aktif karbon iceren temel besi ortaminda 1 hafta inkiibe edilen somatik
embriyolarin, aktif karbon igermeyen ortama alindiginda, yliksek bir rejenerasyon
potansiyeline sahip oldugunu ilk defa ortaya koyduklarini bildirmislerdir.

Magali ve ark. (2002), Paspalum notatum Fliigge. bitkisinin Tifton 9 ¢esidinin
tohumlarindan bitki rejenerasyonu ve embriyonik kallus olugumu i¢in, 30 pM dicamba
ve 5 uM (BA) igeren MS besi ortaminda kiiltiire alindigin1 ve en iyi kallus olusumu ile
biiylimenin gézlendigini, dis ortamda yetistirilen 9734 tohumdan, % 65.7 ¢imlendigini ve
bu ortamda % 21.4’liniin embriyonik kallus olusturdugunu, iiretilen embriyonik
kalluslarin mikro partikiil bombardiman teknigine uygun oldugunu, bu ortamda olusan
embriyonik kalluslarin, 1 uM GA3 ve 5 uM BA ilave edilen MS ortamina aktarildiginda
en 1yl sirgiin olusumunun saglandigini, olusan siirgiinlerin hormonsuz SH ortamina
aktarildiginda iyi bir kok gelisimi meydana getirdigini bildirmislerdir.

Can ve ark. (2004), farkli Lolium perenne genotiplerinin geng ¢igek
salkimlarmdan LS besi ortaminda 4 farkli (2.5, 5, 7.5 and 10 mg 1Y) dicamba oksin
konsantrasyonlarinin arastirildigi ¢alismada, kallus indiiksiyon, kallusu agirlig1 ve bitki
rejenerasyon oraninin genotiplerden onemli derecede etkilendigini, genotiplere bagh
olarak, ortalama kallus indiiksiyon orani, kallus agirlig1 ve rejenerasyon oraninin sirasiyla
20.3 %-67.2 %, 54.4-118.1, 0.797-2.719 arasinda degistigini, ortalama kallus
indiiksiyon, siirglin indiiksiyon, kallus agirligt ve rejenerasyon oranmin dicamba
konsantrasyonlarindan da 6nemli derecede etkilendigini, en yliksek kallus indiiksiyon,
stirglin indiiksiyon orani, kallus agirlig1 ve rejenerasyon oraninin sirastyla 20.3 %-67.2
%, 54.4-118.1, 0.797-2.719 olarak LS besi ortamina ilave edilen 5 mg I"! dicamba
konsantrasyonundan elde edildigini bildirmislerdir.

Avcit ve Can (2006), 8 farkli adi yalancidari bitkisinin alinan geng¢ c¢icek
salkimlarinin in vitro kiiltiirde eksplantat olarak kullanildigini, kallus indiiksiyon oraninin
ekotiplere bagli olarak % 21.8 ile % 60.1 arasinda, petri kutusu basina kallus agirliginin
133.2 ile 380.3 mg arasinda ve salkim segmenti basina gergeklesen rejenerat sayisinin ise
0.78 ile 2.7 arasinda degistigini, 2.5 mg/I’lik dicamba (3,6 dikloro-2metoxibenzoikasit)
oksinin en yiiksek Kallus indiiksiyonu, kallus agirligini sagladigi ve en yiksek
rejenerasyon orant igin ise 7.5 veya 10 mg/I'lik pikloram (4- amino-3,5,6-

trikloropiklonik asit) oksin konsantrasyonlarindan saglandigini bildirmislerdir.
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Can ve ark. (2008), yaptiklar1 arastirmada; Agropyron cristatum genotipinin geng
cicek salkimlarini 2 farkli besi ortami (LS ve SH), 2 farkli oksin; dicamba (3,6-dikloro-
2metoksibenzoic asit) ve pikloram (4-amino-3,5,6-trikloroopikolinik asit) ve 4 farkli
oksin konsantrasyonunun (2, 4, 6 ve 8 mg I"!) arastirildig1 calismada, kallus indiiksiyon,
stirgiin indiiksiyon orani ve kallus agirliginin sirasiyla; 18%- 18.8%, 8.6% - 62.5%, 11.4-
16.4 mg arasinda degistigini, kallus indiiksiyon, siirgiin indiiksiyon orani ve kallus
agirhiginin oksin tipi ve konsantrasyonundan énemli derecede etkilendigini, en yiiksek
kallus indiiksiyon oran1 ve kallus agirliginin LS besi ortamina ilave edilen 4 mg I
dicamba konsantrasyonundan, en yiiksek direkt siirgiin indiiksiyon oraninin ise SH besi
ortamina ilave edilen 2 mg I pikloram konsantrasyonundan elde edildigini
bildirmislerdir.

Sener ve ark. (2008), 4 farkli arpa (Hordeum vulgare L.) genotipinin geng ¢icek
salkimlarmdan LS besi ortaminda 4 farkli (2.5, 5, 7.5 and 10 mg I'Y) pikloram (4- amino-
3,5,6- trikloropiklonik asit) oksin konsantrasyonlarinin arastirildigi ¢alismada, kallus
indiiksiyon, siirgiin indiiksiyon orani, kallus agirligi ve rejenerasyon oraninin
genotiplerden dnemli derecede etkilendigini ortaya koymuslardir. Ayrica genotip ve
pikloram konsantrasyonlar1 arasinda onemli derecede interaksiyon bulundugunu,
genotiplere bagli olarak, ortalama kallus indiiksiyon orani, siirgiin indiiksiyon orani,
kallus agirlig1 ve rejenerasyon oraninin sirastyla 0.0-39.1%, 12.5-29.7%, 0.0-150.3 mg
ve 0.2-1.5 arasinda degistigini, ortalama kallus indiiksiyon, siirgiin indiiksiyon, kallus
agirhigl ve rejenerasyon oraninin pikloram konsantrasyonlarindan da onemli derecede
etkilendigini LS besi ortamina ilave edilen 7.5 mg I pikloram konsantrasyonunda en
yiiksek kallus indiiksiyon orani (31.3 %), siirgiin indiiksiyon orani (40.6%) ve segment
basina 1.2 rejenerant gerceklestigini, ayrica aragtirmada albino bitkilere de rastlanildigin
bildirmislerdir.

Manivannan ve ark. (2010), bes farklt misir genotipinin olgunlasmamis
embriyolarindan kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonunu arastirdiklar1 ¢alismada;
genotip, besi ortami, oksin ve oksin konsantrasyonlarinin kallus indiiksiyonunu
etkilediginini. En yliksek embriyogenik kallusun N6 besi ortamina ilave edilen 2 mg/l
2,4-D konsantrasyonundan elde edildigini bildirmislerdir.

Sisharmini ve ark. (2010), 4 farkli Ekmeklik bugday genotipinde kallus

indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu ile ilgili yaptiklar1 arastirmada, MS-L7 temel besi
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ortamina ilave edilen 2,4-D ve picloram biiyiime diizenleyicilerini konsantrasyonlarini
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda; genotip, besi ortami ve bliyiime diizenleyicilerinin
kallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu i¢in 6nemli role sahip olduklarin1t MS-L7 besi
ortamina ilave edilen 4 mg/1 2,4-D + 2 mg/l picloram kombinasyonun en iyi indiiksiyon
ortami1 oldugunu bildirmislerdir.

Atis ve ark. (2013), domuz aynigi bitkisinde, genotip ve 2,4,5-T oksin
konsantrasyonlarinin kallus, siirgiin ve bitki rejenerasyonuna etkilerini arastirdiklari
calismada; 5 farkli domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.) ckotipinin gen¢ ¢igek
salkimlarmin, 2, 4, 6 ve 8 mg I"! farkli konsantrasyonlarda 2,4,5-T ilave edilmis MS besi
ortaminda kiiltiir ettiklerini, ekotip ve 2,4,5-T oksin konsantrasyonlari arasinda
interaksiyonun Onemli oldugunu bildirmislerdir. Ekotiplere bagli olarak kallus
indiiksiyon orani (%), siirgiin indiiksiyon orani (%), kallus agirlig1 (mg/petri) ve segment
basina rejenerat sayilarinin sirasiyla 6.3-37.5%, 7.8-51.6%, 13.1- 115.4 mg ve 0.3-1.1
arasinda degistigini, MS besi ortaminda kiiltlire alinan eksplantatlardan en yiiksek, kallus
indiiksiyon orani (%), siirgiin indiiksiyon orani (%), kallus agirlig1 (mg/petri) ve segment
basina rejenerat sayilarinin 4 mg It 2,4,5-T konsantrasyonunda oldugunu bildirmislerdir.

Sabanci ve Yavuz (2015), Tirkiye’de cayir ve mera alanlar1 1940’11 yillarda 40
milyon hektarin lizerinde iken gilinlimiizde 14 milyon hektara kadar geriledigini, mera
yasasinin 1998 yilinda ¢ikarilmasindan sonra meralarin korunmasi ve 1slah1 konusunda
ilerlemeler kaydedildigini, ancak yeterli seviyeye ulagilamadigini, mera alanlarinin ancak
%76’s1 tespit, %39’°u tahdit edildigini, 1slah ¢aligmasi yapilan alanlar ise yalnizca 450 bin
hektar oldugunu, meralarin tahsis amacinin degistirilmesini diizenleyen 14. Maddesinde
bir¢ok degisiklik yapildigini, Mera Kanunun temelini koyliilerin katiliminin ve otlatma
ilkelerine uyulmasinin saglanmasi gerektigini bildirmislerdir.

Algil ve ark. (2016), bitkilerin biliyime ve gelismesinde biiylime
diizenleyicilerinin ~ kullanimi  olduk¢a ©Onemli oldugunu, sentetik biiyiime
diizenleyicilerinin kullanimi ile bitkide sentezlenen i¢sel hormonlarin etkilerine benzer
sonuclar elde edilebildigini ve bu amagla oksin, sitokinin, giberellinler, absisik asit ve
etilenin yaninda brassinosteroidler, salisilik asit, jasmonatlar ve poliaminler gibi ¢esitli
biiylime diizenleyicilerinin de kullanim1 giderek arttigin1 bildirmektedirler.

Erkoyuncu ve Yorgancilar (2016), arpa bitkisinin olgun embriyolarindan kallus

ve bitki rejenerasyonu olusturmak i¢in yaptiklar1 arastirmada, kalllus ve siirgiin
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olusumunun biitiin genotiplerde saglandigini, genotiplere bagh olarak, kallus
indiiksiyonunda en iyi besi ortamimin MS1ve 4 mg/l dicamba ortam1 oldugunu, siirgiin
olusumunda ise MS1 besi ortam1 ve 1 mg/l BAP biiylime diizenleyicini en iyi sonug
verdigini bildirmislerdir.

Ozkan ve Sahin Demirbag (2016), Tiirkiye’deki kaliteli kaba yem kaynaklarinin
mevecut durumunu arastirmak ic¢in yapilan calismada, yem bitkileri ve hayvanciligi
gelismis olan tilkelerde kaliteli kaba yem iiretimi konusunda bir problem goriilmez iken,
iilkemizde kaliteli kaba yem iiretim potansiyeli yeterli olmamakla birlikte, yildan yila
artis gostermeye basladigini, lilkemizde kaliteli kaba yem ihtiyaci ¢ayir mera alanlar1 ve
yem bitkilerinden karsilamaya calistigini ancak bunun yeterli olmadigini, bu sorunu
cozebilmek i¢in; treticilerin bilinglendirilmesi, yem bitkileri yetistiriciligi hakkinda
bilgilerin verilmesi gerektigini, cayir ve meralarin asir1 ve diizensiz otlatmanin Oniine
gecilmeli, ekim nobetinde yem bitkilerine daha ¢ok yer verilmemesini, 1slah edilen mera
alanlarinin bakimi ve korumasina 6nem gosterilmesini bildirmislerdir.

Malini ve ark. (2018), misir bitkisinde hormonlarin kallus olusumuna etkilerinin
arastirlldigl arastirmada; 5 genotipin kallus olusumunda eksplantat ve farkli hormon
konsantrasyonlarindan etkilendigini, en yiiksek kallus olusumunun olgunlagsmamis
embriyo ve tohum kiiltiiriinden elde edildigini, genotipler arasinda COH(M)S5 genotipinin
en yuksek kallus olusumunu 2D2K2 besi ortami1 kompozisyonundan olusturdugunu
bildirmektedir.

Altindal ve Akgiin, (2019), yaptiklar1 aragtirmada, ¢avdarda genotipin (diploid ve
tetraploid), on islem (+4 °C’de 1 hafta siire 6n islem uygulanmis ve uygulanmamis) ve
besin ortamlariin (MS, N6 ve NN) anter kiiltiiriinde anter tepki orani, kallus olusumu ve
yesil bitkicik rejenerasyonu iizerine etkileri incelenmiglerdir. Kallus olusum ortam1 olarak
MS ortaminda 10 g/L agar, NN ortaminda 8 g/L agar kullanilmis, ayrica her iki ortama
2,4 pmol/L Kinetin, 4,4 umol/L BAP, 2,7 umol/L NAA ve karbon kaynag: olarak 30,3
g/L siikroz ilave edilmistir. N6 ortamina ise 5 g/L agar, 2 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L Kinetin,
1 mg/L IAA ve 90 g/L siikroz ilave edilmistir. Rejenerasyon ortami olarak, kallus olusum
ortami olan MS ve NN ortamlar1 ayni kalmig ancak modifiye edilmis N6 ortamina 2 g/L
aktif karbon, karbon kaynagi olarak 20g/L siikroz, hormon olarak 2 mg/L kinetin,
katilastirict madde olarak da 5 g/L. agar eklenmistir. Arastirmada soguk on islem

uygulamasinin anter tepki oran1 ve kallus biiyiikliigii izerine olumsuz, kallus oran1 ve kok
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olusumu iizerine olumlu etkisi oldugunu, diger taraftan soguk On uygulamasinin
incelenen oOzellikler iizerine etkisi cavdar genotiplerinde farklilik gosterdigini ve
Ozelliklerden anter tepki orani hari¢ dnemli bulunmustur. Besin ortamlarinin kallus orani
ve biiyiikliigii iizerine etkisi onemli olurken, anter tepki orami iizerine etkisi dnemsiz
olmustur. En fazla kok olusumu ve bitki rejenerasyonu soguk uygulamali diploid ¢avdar

anterlerinin MS ortaminda kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak; Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur S6kmen
Kampiisii i¢indeki dogal alanlardan toplanarak Tarla Bitkileri Arastirma alanina klon
olarak dikilmis olan adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipleri kullanilmistir.
Sitolojik aragtirmalar i¢in 30 farkli ekotip, i¢ine 2:1:1 oraninda tarla topragi: kum: ¢iftlik
giibresi karisim orani ile hazirlanmis toprakla doldurulmus 7x7x8 cm boyutlarindaki
saksilara, In-vitro kiiltiir arastirmalart icin, 5 ekotip ayn1 karisim orani ile hazirlanmis
13x13x13 cm boyutlarindaki saksilara sasirtilmis ve sera kosullarinda yetistirilmistir.
Donor bitkiler haftada bir kez %8 N+ %8 P20s iceren siv1 giibre solusiiyonunun %1" lik

¢ozeltisi ile glibrelenmis ve yeterince sulanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sitolojik aragtirmalarda kullamlan yontemler

3.2.1.1. Kromozom sayimlari i¢cin kok ucu 6rneklerinin alinmasi

Sitolojik aragtirmalar icin saksilara sasirtilmis olan bitkilerin, saksi tabanina kadar
uzayan kok uglar1 sabah 09.% da 1-1,5 cm uzunlugunda kesilerek i¢inde bir miktar su
bulunan beher kab: iginde temizlenmistir. Ilk islem olarak; kromozomlarin mitoz
boliinmenin metafaz devresinde ekvatoral tablada toplanmasini engelleyip hiicre i¢inde
dagilmasini, 1§ iplik¢iklerinin yapisini bozarak ig olusumunu engellemek i¢in yapilmistir
(Topaktas ve Renciizogullar;, 1995). ilk islemde, kék uglarina doymus alfa-
monobromonaftalin ¢ézeltisi uygulanmistir. Alfa-monobromonaftalin’in 1§ ipliklerinin
olusumunu durdurdugu, kromozomlarin kisalmasina ve diizelmesine etki ettigi
bildirilmektedir (El¢i 1982). Bu ¢ozelti; 200 ml musluk suyuna 8-10 damla damlatilarak
hazirlanmistir. 10ml’lik cam siselere bu ¢ozeltiden 5-7 ml kadar doldurulmustur. Cam
siselerin lizerine kagit etiketler yapistirilmis ve tizerine kursun kalem ile bitki numaralari,

kok ucunun alindigi tarih, saat ve baska gerek duyulan bilgiler yazilmistir.
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Kesilen kok uclari, icinde ¢ozelti bulunan cam siselere konulmus, agizlar tipa ile
kapatilmigtir. Materyal, oda kosullarinda 4 saat siire ile karanlik bir dolap icinde
bekletilmistir. Ilk islemden sonra, siseler icindeki alfa-monobromonaftalin ¢dzeltisi
stizilmiistlir. Stizme islemi tamamlandiktan sonra, siseler 2 defa ¢esme suyu, 2 defa da
destile su ile yikanmistir. Sigelere bu kez glasial asetik asit konulmus ve oda sicakliginda
30 dakika bekletilmistir. Tespit islemi ile hiicrelerin hayat seyrinin aniden sona
erdirilmesi ve miimkiin oldugunca dogal durumunu bozmadan gbzlenmesi amaglanmaistir.
Tespit isleminden hemen sonra glasiyal asetik asit sise igerisinden bosaltilmistir. Sise
icerisindeki koklerden hemen kullanilmayacak olanlar % 70' lik etil alkol icerisinde
+4°C’de buzdolabinda depolanmistir. Boylece, kokleri uzun siire muhafaza etmek
miimkiin olmustur. Daha sonra tespit islemi yapilmis koklere hidroliz islemi
uygulanmistir. Hidroliz, dokularin hiicrelerini birbirinden ayirip, onlarin daha iyi
gbzlenmesini saglamak amaciyla yapilmistir. Bu ayirma igleminden sonra artik dokular,
aralarinda birlestirici bir kuvvet bulunmayan yalniz bir hiicre yigin1 durumunu
getirilmistir. Boylece, her bir hiicre kendi i¢lerindeki kisimlart ile birlikte mikroskop
altinda iist iiste gelmeden tek bir tabaka halinde gozlemlenmesi amaglanmistir. Hidroliz
ile ayrica sitoplazmanin renksiz hale gelmesi ve yalmzca cekirdekteki kromatinin
boyanmas1 saglanmaktadir.

Kok uglari hidroliz yapilmadan dnce, 4 defa 5' er dakika siire ile destile su ile
yikanarak glasiyal asetik asitten temizlenmistir. Ayrica, daha sonra incelenmek amaciyla
% 70’ lik alkol i¢inde stoklanmis olan kok uglari da hidroliz yapilmadan 6nce 3 defa 5' er
dakika siire ile destile su ile yikanmistir. Temizlenen kok uglart su banyosunda 1 N HCL
igerisinde 60 °C'de 16 dakika siire ile hidroliz edilmistir. Hidroliz siiresi, daha once
yapilan 6n ¢aligmalarla kok uglarinin en iyi boyandig: siire olarak alinmistir. Daha sonra
kromozomlarin boyama islemine gecilmistir. Arastirmada kullanilan Feulgen boyasi
Hatipoglu (1991)’na gore hazirlanmistir.

Hidroliz edilen kok uglari, 1 N HCL' den ¢ikarilarak 3 defa 5’er dakika araliklarla
damitik su ile yikandiktan sonra igerisinde Feulgen bulunan siselerde oda sicakliginda 2.5
saat bekletilmistir. Feulgen' den ¢ikartilan kok uclari 10-15 dakika ¢esme suyunda
bekletilmistir. Kok uglarinin 1-2 mm’ lik koyu mor renk alan u¢ kisimlarindan preparatlar

yapilmistir.
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Boyanmis olan kdk uglarindan biri, bir pens ile lam tizerine konulmustur. Bir jilet
ile, kokiin 2-3 mm' lik u¢ kismi kesilerek, hiicrelerin preparatta diizgiin dagilmasini
saglamak amaciyla miimkiin oldugunca ¢ok kiiclik parcalara boliinmiistiir. Kokiin
parcalanmasi1 sirasinda pargalanan kisimlarin kurumasmi o6nlemek amaciyla ve
preparatlari daha iyi goriiniir bir duruma getirmek i¢in, lam iizerindeki kok parcaciklarina
bir damla %1 ‘lik asetokarmin eriyigi ilave edilmistir.

Bu sekilde lam iizerine konulan kok ucu pargaciklari iizerine bir lamel gelecek
sekilde kapatilmistir. Bir elin bagparmagi ile lamel tizerinden oynatmadan tutarak diger
ele alinan kursun kalemin arkasi ile lamele hafif hafif vurulmustur. Daha sonra
kromozomlar1 bir diizlem igerisinde bulundurmak i¢in de preparat, ¢ok diizgiin bir
masanin lizerinde iki kuru kurutma kagid1 arasina konularak, basparmagin ucu ile lamele
bastirilmistir. Lamele fazla bastirmadan dolay1 preparat i¢inde meydana gelen hava
kabarciklari, lamelin kenarina % 1°lik asetokarmin ilavesi ile alinmistir. Mikroskopta
incelenen ve hiicrelerde amaca uygun kromozomlarin bulundugu gozlenen preparatlar

devamli hale getirilmistir.

3.2.1.2. Devamh preparatlarin hazirlanmasi

Devamli preparatlar1 yapmak i¢in, alkol buhar1 degis tokusu yoOntemi
kullanilmistir. Bu yontemle lam ile lamel birbirinden ayrilmadan, bunlarin arasinda alkol
buhart sentetik regine olan entellan degis tokusu saglanmistir. Lamin uygun bir kenarma
preparatla ilgili gerekli bilgiler yazili etiket yapistirildiktan sonra, preparat, bir sale i¢ine
konulmustur. Kabin ve kapaginin i¢ tarafi kurutma kagidi ile kaplanmistir. Cam kaba, 4-
5 mm yiikseklige kadar alkol konularak, kabin i¢indeki kurutma kagidi alkol ile
nemlendirilmistir. Ayrica, cam kabin etrafina parafilm sarilarak, alkol buharlarinin
kapaktan ugmasi onlenmistir.

Boylece, hazirlanan kaplara, preparatlar konularak buzdolabinda 0-4 °C' da bir
gece bekletilmistir. Ertesi giin, preparatlar bu cam kaptan ¢ikarilarak lam ve lamel bir jilet
yardimiyla ayrilarak arasina iki damla entellan damlatilarak tekrar ayn1 sekilde kapatilip,
hafifce bastirilarak lam ve lamel arsindaki hava kabarciklari alinmistir. Daha sonra, iginde
kurutma kagidi bulunan petri kaplar1 alkol ile nemlendirilmis, iglerine preparatlar

yerlestirilmistir. Petri kaplar1 diiz bir masa {lizerinde oda sicakliginda bir hafta siire ile
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kurutularak preparatlarin daimi hale getirilmesi saglanmistir. Kromozomlar1t metafaz
sathasinda bulunan en iyi bir sekilde dagilma gosteren, fazla biiziilmemis, morfolojileri
iyl goriilebilen ve bir diizlem iizerinde bulunan en iyi kok ucu somatik hiicreleri
belirlenmistir. Bu hiicrelerin fotograflar1 dijital olarak ¢ekilmistir. Kromozom sayimlari

bitkinin 25 hiicresinde yapilmustir.

3.2.2. In Vitro kiiltiir arastirmalarinda kullamlan yontemler

3.2.2.1. In Vitro kiiltiir arastirmalarinda ele ahiman varyantlar ve deneme plam

Arastirmada besi ortami olarak MS (Murashige and Skoog, 1962) ile 2,4,5-T
(2,4,5 Triklorofenoksiasetik asit) oksinin 4 farkli konsantrasyonu (2 mg It, 4 mg I}, 6 mg
I* ve 8 mg I') ve eksplantat olarak ta genc cicek salkimlar1 kullanilmistir. Arastirma
tesadiif parsellerinde boliinmiis parseller deneme desenine gore diizenlenmis olup, ana
parselleri ekotipler, alt parselleri 2,4,5 Triklorofenoksiasetik asit oksin konsantrasyonlari

olusturmustur. Her uygulama kombinasyonu 4 kez tekrarlanmistir.

3.2.2.2. Kullanilan besi ortamlarinin hazirlanmasi

Arastirmada temel besi ortam1 olarak MS besi ortam1 kullanilmistir. Bu ortamin
bilesimi Cizelge 3.1.'de gosterilmistir.

Arastirmada kullanilan temel besi ortaminin birim hacimde bulunmasi gerekli
bircok maddenin miktarlarinin diisiik olmasindan dolayi, bu maddelerin teker teker
tartilarak hazirlanmasi biiyiik zaman kaybina neden olacagindan besi ortamini olusturan

ogelerin stok soliisyonlar1 hazirlanmistir (Hatipoglu, 1995).
3.2.2.2.1. Makro ve mikro elementlerin stok solityonlariin hazirlanmasi

Besi ortaminda bulunmasi gerekli olan KI, CoClz. 6H20, CuSOs4. 5H:20,
Na2MoOas. 2H0 gibi mikro elementler ve jelat (FeSOs. 7H20 ve Na2EDTA) disindaki

makro ve mikro elementlerin her bir besi ortaminda litrede bulunmasi gerekli olan

miktarlarinin 10 kati hassas terazide tartildiktan sonra, icerisinde 200 cc bidestile su
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bulunan ve bir magnetik karistirici tizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer
kabina sirastyla ilave edilmislerdir. Karisimi olusturan elementler iyice ¢oziindiikten
sonra, karistmin hacmi 1 litreye tamamlanmis ve herbiri 150 ml olan, 10 ayr1 plastik
kaplara 100' er ml paylastirilmistir. Kaplarin iizerine yapistirilan etiketlere besi ortaminin
ad1, icerdigi makro-mikro elementler ve ortamin yapilis tarihi yazilarak, buzdolabinin
derin dondurucusunda muhafaza edilmistir. KI, CoCl2.H20, CuSOs. 5H.O ve

Na2Mo004.2H20 bilesenlerinin ise ayr1 ayr1 stok soliisyonlar1 hazirlanmustir.

3.2.2.2.2. Jelat (FeSOas. 7H20 ve Na2EDTA) hazirlanmasi

7,45 gr Na2EDTA bir megnetik karistirict lizerine yerlestirilmis 1 litrelik erlen
kabinda 200 cc bidestile su i¢inde eritilmis ve eriyik 90 °C ' ye kadar isitilmistir. Sicaklik
belirtilen diizeye eristiginde ¢ozeltiye 5,57 gr FeSO4 ilave edilmis ve iyice karistirtlmistr.
Daha sonra karigimin sicakligi oda sicakligina erisinceye kadar sogutulmus ve karisim
hacmi 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan jelat koyu renkli pyrex sise i¢inde muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortam1 bilesimi

Bilesik MS (Murashige ve Skoog, 1962) Besi Ortami
Makro elementler Konsantrasyon (mg %)
MgSOs. 7H20 370
KH2PO4 170
KNOs 1900
NH4NO3 1650
CaClz. 2H20 440
Mikro elementler
H3BO3 6.8
MnSOa. H20 16.9
ZnS04. 7TH20 8.6
NazMoOa. 2H.0 0.25
CuSOa. 5H.0 0.025
CoCl. 6H0 0.025
Kl 0.83
FeSOs. 7TH20 27.8
Na.EDTA 37.3
Organik Bilesikler
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Cizelge 3.1 (Devam). Kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortami bilesimi

Bilesik MS (Murashige ve Skoog, 1962) Besi Ortami
Makro elementler Konsantrasyon (mg I)

Thiamin. HCI 0.1

Pyridoxin. HCL 0.5

Nikotinik asit 0.5

Myo- inositol 100.0

Sakkaroz (g) 30

Agar (g) 8

pH 5.8

3.2.2.2.3. Vitamin ve oksin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Besi ortamlarinda bulunan Thiamin HCL, Pyridoxin. HCL, Nikotinik asit gibi
vitaminlerin 100 mg'1 hassas terazide tartilarak 20-30 ml bidestile suda ¢6ziildiikten sonra
hacim 100 ml'ye tamamlanmis ve pyrex cam sise i¢inde buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Besi ortami igin gerekli olan 2,4,5-T (2,4,5 Triklorofenoksiasetik asit)

oksininin stok soliisyonu, vitaminlerin stok ¢dzeltisi gibi hazirlanmastir..

3.2.2.2.4. Stok soliisyonlardan yararlanarak besi ortaminin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan besi ortaminin hazirlanmasi asagidaki yonteme yore
yapilmistir.

Karisim I:

Her bir besi ortami i¢in daha 6nceden hazirlanmis olan 100 ml'lik makro ve mikro
element stok soliisyonlar1 magnetik karistirici iizerinde bulunan 1 litrelik pyrex
erlenmayer kaplarma bosaltilarak, iyice karistirilmis ve karisima stok soliisyonunda
bulunmayan mikro elementlerin gerekli miktarlari stok soliisyonlarindan ilave edilmistir.
Karigimlarin hacmi bidestile su ile 800 ml'ye tamamlanmistir. 800 ml'ye tamamlanan
karisimin pH's1t 1IN KOH ve HCL ¢6zeltilerinin yardimiyla besi ortamlari i¢in gerekli olan
pH Olgiisiine getirilmistir. Her bir karisim dort esit parcaya ayrilmis ve her parca 250
ml'lik pyrex siseye doldurulmustur. MS besi ortami i¢in her bir siseye 2.0 g agar ilave

edilmis ve siselerin agizlar1 kapatildiktan sonra aliiminyum kagitla sarilmigtir. Siseler
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icindeki karigim I Otoklavda 121 °C de ve 2 bar basing altinda 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir.

Karisim I1:

Icerisinde 50 ml bidestile su bulunan ve bir magnetik karistiric1 {izerine
yerlestirilmis olan 250 ml'lik iki pyrex erlenmayer kabi icine MS besi ortaminda
bulunmasi gerekli olan 30 g sakkaroz ilave edilip iyice karistirildiktan sonra 100 mg Myo-
Inositol ve 0,1 mg/I Thiamin. HCL ve SH besi ortami i¢in 1000 mg Myo-Inositol, 0,1 mg
I*Thiamin HCL, 0,5 mg It Pyridoxin ve 0,5 mg I* Nikotinik asit ve 1 mg I BAP (Benzil
Amino Purin) ilave edilmistir. Karisimlarin hacimleri bidestile su ile 160 ml'ye
tamamlandiktan sonra, her bir karisim 4 esit par¢aya ayrilmigtir. Her parcaya gerekli
2,45-T (2mg I, 4 mg I, 6 mg It ve 8 mg I') konsantrasyonlari ilave edildikten sonra,
karisimlarin hacimleri bidestile su ile 50 ml'ye tamamlanmastir.

Karigim II varyantlarinin pH' lart ayr1 ayr1 her bir besi ortami icin gerekli pH
Olciilerine ayarlanmistir. Daha sonra Karigim II varyantlari steril kabin i¢ginde ucuna steril
filtre takilmis emme-basma pompasi vasitasiyla steril pyrex cam sise icerisine filtre
edilmistir.

Otoklavdan ¢ikarilan karisim I steril kabin i¢inde bulunan bir magnetik karistirici
tizerine yerlestirilmistir. Karigimin sicakligr 60-70 °C ye diistiigiinde karisim II karisim
I in iizerine ilave edilerek iyice karistirilmistir. Hazir hale gelen besi ortami varyantlari
steril kabin i¢inde her bir steril petri kabina (60x15 mm) 7 ml olacak sekilde steril pipet
yardimiyla doldurulmustur. Kiiltiir kaplar1 igindeki besi ortaminin sicakligi oda
sicakligina diistiiglinde, kiiltiir kaplar plastik kaplar i¢cine konulmus ve kullanilincaya

kadar 10 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2.3. Ekplantatlarin sterilizasyonu ve kiiltiire alinmalari

13x13x13 cm boyutlarindaki saksilara sasirtilan adi yalancidari bitkilerinde
bayrak yapraginin gériinme asamasindaki olan siirgiinler kesilmis ve icerisinde bir miktar
su bulunan agz1 kapakli cam siselere yerlestirilmistir. Bu siseler bir gece +4 °C'de
buzdolabinda bekletilmistir. Soguk uygulanan siirgiinler steril kabin igerisinde dnce %
96' ik alkol ile 2 dakika, daha sonrada % 10'luk sodium hipoklorit ¢dzeltisinde 12 dakika

stire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon igleminden sonra siirgiinler 4 kez steril edilmis
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destile su ile yikanmistir. Sterilize edilen siirglinlerden binokiiler altinda 5-20 mm
boyundaki gen¢ salkimlar ¢ikartilmistir. 5 mm'den biiyiik salkimlar skalpel yardimiyla
S'er mm lik segmentlere ayrilmistir. Her kiiltiir kabina (60 X15 mm) 4 segment

yerlestirilmistir.

3.2.2.4. Kallus indiiksiyonu

Besi ortamina yerlestirilen kiiltiirler iklim dolabinda 25 °C'de muhataza edilmistir.
Kiiltiirler peryodik olarak binokiiler altinda incelenmis ve kallus olusum fazi sona
erdiginde, her petri kutusunda kallus olusturan segmentler sayilmistir. Bu sayimlardan
yararlanarak petri kutusu basina segmentlerin kallus olusturma oranlar1 yiizde olarak
saptanmistir.

Ayrica her petri kutusunda olusan kallusun agirligi 0.1 mg hassasiyetli terazide

tartilarak petri kutusu basina kallus agirlig1 saptanmistir.

3.2.2.5. Bitki rejenerasyonu

Tartim1 yapilan kalluslar biiyiime diizenleyicisi igermeyen rejenerasyon ortamina
aktarilmistir. Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslar 10 giin stire ile 25 °C’ deki iklim
odasinda karanlik kosullarda muhafaza edilmistir. Kallustan siirgin  olusumu
gerceklestiginde kiiltiirler 151kl1 ortama alinmistir. Rejenerasyon ortaminda yeterince
biiyiiyen bitkiciklerin her uygulama igin sayimi yapilmis ve ortama konan petri kutusu

basina rejenerasyon orani hesaplanmistir.

3.2.2.6. Rejeneratlarin gelistirilmesi

Rejenerasyondan sonra bu bitkiciklerin her biri ayr1 ayri igerisinde 15 ml gelisme
ortam1 bulunan cam tiiplere aktarilmistir. Gelisme ortami; MS besi ortaminda bulunmasi
gerekli olan makro ve mikro element konsantrasyonlarinin yarisini igeren bir ortam olup,
ayrica 20 g/l Sakkaroz ve 10 g/l agar icermektedir. Rejenere olan bitkicikler gelisme
ortaminda bir ay siire ile 25 °C' de 151kl ortamda muhafaza edilmistir. Daha sonra bu

tiiplerden cikartilan bitkiler saksilara sasirtilmistir. Saksilara sasirtilmis adi yalancidari
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bitkicikleri 7 giin ile plastik ortli altinda muhafaza edilmis ve ortama adapte olmalari

saglanmistir.

3.2.2.6. Arastirmada elde edilen verilerin degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen verilere tesadiif parsellerinde boliinmiis parseller deneme
desenine uygun olarak MSTATC istatistik programindan yararlanilarak varyans analizi
uygulanmistir. Varyans analizi uygulanmadan 6nce, Kallus indiiksiyon orani degerlerine
ArcsinVx transformasyonu, rejenerasyon oram degerlerine \Vx+0,5 transformasyonu
uygulanmistir. Varyans analizi sonucu Onemli ortalamalar Duncan testine gore

gruplandirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sitolojik arastirma bulgular

Arastirmada incelenen 30 adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipinde

yapilan somatik kromozom sayimlari; ekotiplerin 2n=4x=40 kromozomlu oldugunu

ortaya koymustur (Sekil 4. 1).

Sekil 4.1. 2n=4x=40 kromozomlu adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipinde
mitoz kromozomlari

Adi yalancidart i¢in saptanan bu kromozom sayilari; Burson ve ark. (1973),
Burson (1991;1992;1995) tarafindan da bildirilmistir. Aynm1 bitkinin 2n= 40,50 ve 60
olarak degisen farkli kromozom sayisina sahip olan biyotipleri de bulunmaktadir (Watson
ve Burson, 1985; Hatipoglu ve Tiikel, 2009). Ayrica, Casa ve ark. (2002), adi yalancidari
bitkisinin seksiiel olan biyotiplerin tetraploid ve apomiktik olan biyotiplerin ise penta ve
hexaploid kromozom sayisina sahip olugunu bildirmektedirler.

Bolgedeki adi yalancidart populasyonunun tetraploid formda oldugunu ve
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2n=4x=40 kromozom sayisina sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, yapilacak daha
kapsamli caligmalarla farkli ploidi seviyesine ait bitkilerin de bulunabilecegini

sOyleyebiliriz.
4.2. In Vitro kiiltiir arastirmalart ile ilgili bulgular
4.2.1. Kallus indiiksiyonu
Arastirmada MS besi ortaminin 4 farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonunda kiiltiire

alinan adi yalancidar1 ekotiplerinin geng ¢igek salkimindan alinan 5 mm’lik segmentler

her kiiltiir kabina 4 adet yerlestirilmistir. (Sekil 4. 2).

Sekil 4.2. Adi yalancidari bitkisin salkim segmentlerinin kiiltiir kaplarina yerlestirilmesi
(kiiltiir baglangic)

Kiiltiir baglangicindan 7 giin sonra kiiltiirlerde yapilan incelemelerde; salkim

segmentlerinde hafif bir kararmanin bagladigi, ¢icek organlarinda herhangi bir degisime
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goriilmemistir. (Sekil 4.3).

Kiiltiir baslangicinda 2 hafta sonra salkim segmentlerinin kesildigi yerlerlerde,
salkim eksenlerinde ve basakgiklarda bir sismenin oldugu gortlmistiir (Sekil 4.4).

Kiiltiir baslangicindan 5 hafta sonra yapilan incelemelerde; ¢igek segmentleride,
basakgiklarda bir uzama oldugu ve ¢igek taslaklarini belirgin bir sekilde siskinlestigi
izlenmigtir. Ayrica salkim segmentlerinin kesim yerlerinde ve basakgiklarin salkim
eksenine baglandigi yerlerde kallus olusumun gergeklestigi gozlenmistir (Sekil 4.5).

Kiiltiir baglangicindan alt1 hafta sonra olusan kalluslarda belirgin bir biiylimenin
oldugu goriilmiistiir. 6 haftalik kiiltiir siireci sonunda, kiiltiirlerde hem beyaz renkli ve
sulu kallus (embriyogenik olmayan), hem de siki yapilt embriyogenik kallusun olustugu
ve embriyoidlerin belirginlestigi gozlenmistir (Sekil 4.6).

Adi yalancidari bitkisinin geng salkimlarindan olusan kallus indiiksiyonu ile ilgili
gozlemlerimiz; Bovo ve Mroginski (1986), Can ve ark. (2000), Avct ve Can (2006), in
aynt bitkinin gen¢ salkim segmentlerinden olusan kallus indiiksiyonu ile ilgili

gbzlemlerini desteklemektedir.

Sekil 4.3. Adi yalancidar bitkisi salkim segmentlerinde hafif bir kararmanin oldugu
¢icek organlarinda herhangi bir degisimin olmadig: (kiiltiir baslangicindan 7 giin sonra)
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Sekil 4.4. Adi yalancidar bitkisi salkim salkim segmentlerinin kesilme yerlerinde,
salkim eksenlerinde ve basakgiklarda sisme (Kiiltiir baglangicindan 2 hafta sonra)

Sekil 4.5. Adi yalancidari bitkisi salkim salkim segmentlerinin kesim yerlerinde ve
basakgiklarin salkim eksenine baglanma yerlerinde kallus olusumu (kiltiir
baslangicindan 5 hafta sonra)
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Sekil 4.6. Adi yalancidari bitkisinin salkim segmentlerinden meydana gelen kalluslar
tizerinde somatik embriyo gelisimi. (Kiiltiir baglangicindan sekiz hafta sonra)

4.2.1.1. Kallus olusum oram

Dért farkli 2,4,5-T (2, 4, 6 ve 8 mg I) (2,4,5-triklorofenoksiasetik asit) oksin
konsantrasyonunu igeren MS (Murashige and Skoog, 1962) temel besi ortaminda kiiltiire
alinan 5 adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipine ait salkim segmentlerinin
kallus olusturma oranlarina uygulanan varyans analiz sonuglari Cizelge 4.1’ de
verilmisgtir.

Cizelge’de izlendigi gibi yapilan varyans analiz sonuglari; adi yalancidari
bitkisinin gen¢ salkimlarindan olusan kallus olusum oraninin ekotiplere, kallus
indiiksiyon ortamina ilave edilen farklt 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarina ve
ekotipxoksin konsantrasyonu interaksiyonuna bagli olarak 6nemli derecede degistigini

ortaya koymustur.
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Cizelge 4.1. Farkli adi yalancidar1 ekotiperinde, oksin konsantrasyonlarinin geng
salkimlardan kallus olusum oranina etkisi ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Tekerriir 3 1256.936 3.6444

Ekotip 4 2809.647. 8.1464**

Hata-1 12 344.894

Konsantrasyon 3 8756.916 22.613**

Ekotip x Konsantrasyon 12 275.997 0.7048*

Hata-2 45 391.610

GENEL 79

**)p< 0.01 hata simirlar1 iginde istatistiksel olarak 6nemli
*)p< 0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak 6nemli

4.2.1.1.1. Ekotipin kallus olusumuna etkisi

Arastirmada kullanilan farkli adi yalancidari ekotiplerinde ortaya c¢ikan kallus
olusum oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Arastirmada 5 ekotipten alinan ve dort farklh
besi ortaminda kiiltiire edilen 320 salkim segmentinden tiim varyantlarin ortalamasi

olarak % 42.18'lik bir kallus olusum orani saptanmistir.

Cizelge 4.2. Farkli adi yalancidari ekotiplerinde ortalama kallus olusum oranlari (%)

Ekotip No Kallus Olusum Oram
1 34.4
*(30.21) B*
2 29.7
(26.50) B
3 45.3
(40.38) AB
4 32.8
(32.88) B
5 68.7
(59.86) A
Ortalama 42.18
(37.96)

*Aymni siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlar1 iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Aci1 degerleri

Cizelge 4.2 incelendiginde, ekotiplere bagli olarak ortalama kallus olusum

[

oraninin % 29.7 ile % 68.7 arasinda degistigi gozlemlenmistir. 5 numarali ekotipten
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alinan salkim segmentleri en yiiksek kallus olusum orani géstermistir. Ancak bu ekotip 3
numarali ekotipten istatistiksel olarak farkli olmayan kallus olusum orani gostermistir. 2
no’lu ekotip en diisiik kallus olusum orani gosterirmistir. 2 no’lu ekotip de 1 ve 4 numarali
ekotiplerden ile istatistiksel olarak farkli olmayan kallus olusum orani meydana
getirmistir.

Aragtirmamizda ortaya ¢ikan farkli adi yalancidari ekotiplerinin farkli kallus
olusum oranlar1 gostermesi ile ilgili bulgular, Can ve ark. (2000), Avci ve Can (2006)’1n
ayni bitki tizerinde elde ettigi bulgular1 desteklemektedir. Ayrica, Nakamura ve Keller
(1982), Maddock ve ark.(1983), Molenaar ve ark. (1988), Gland ve Hatipoglu (1989),
Pareddy ve Petolino (1990), Reddy ve Vaidyanath (1990), Eizenga ve Dahlen (1991),
Hatipoglu (1991), Can ve ark. (1994), Can ve Hatipoglu (2000), Can ve ark. (2004), Avci
ve Can (2006), Can ve ark. (2008), Sener ve ark. (2008), Sisharmini ve ark. (2010), Atis
ve ark. (2013), Erkoyuncu ve Yorgancilar (2016) ve Altindal ve Akgiin, (2019)’iin
muhtelif bugdaygil bitkileri ile stirdiirdiikleri in-vitro kiiltiir arastirmalarinda elde ettikleri
bulgular da bulgularimiz1 desteklemektedir.

Arastirmamizda farkli ekotiplerin farkli kallus indiiksiyon oranlar1 gostermesine
neden olarak; genetik yapi1 farklihgi gosterilebilir. Nitekim, bitki tiirlerinde in-vitro
reaksiyonun genlerle kontrol edildigi, uygun gen kombinasyonlarini tasimayan
genotiplerin 1yi reaksiyon gostermedigi aragtirmalarla kanitlanmis durumdadir (Galiba ve
ark., 1986).

4.2.1.1.2. Oksin konsantrasyonlarinin kallus olusumuna etkisi

Aragtirma bulgulari, besi ortaminda kullanilan 4 farkli 2,4,5-T oksin
konsantrasyonlarinin kallus olusum oranina etkilerinin 6énemli derecede farkli oldugunu
gostermistir (Cizelge 4.3).

Arastirmada, dort farkli oksin konsantrasyonlarinin tiim varyantlarin ortalamasi
olarak % 42.18'lik bir kallus olusum oran1 saptanmastir.

6 mg I 2,4,5-T oksin iceren besi ortami ortalama % 71.2 kallus olusum orani ile
en yliksek kallus olusum oran1 gosteren2,4,5-T oksin konsantrasyon olmustur.

Oksin konsantrasyonun 6 mg I*’den itibaren arttikca veya azaldik¢a, kallus

olusum oraninda bir azalma egiliminin ortaya ¢ikti1 saptanmistir. Nitekim, 4 mg I+lik
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2,4,5-T oksin konsantrasyonunda ortalama kallus olusum oran1 % 40.0 iken, 2 mg I'’lik

2,4,5-T oksin konsantrasyonunda bu oran % 12.5 olarak gergeklesmistir.

Cizelge 4.3. Farkli 2,4,5-T konsantrasyonlarinin ortalama kallus olusum oranina (%)
etkisi

Konsantrasyonlar Kallus Olusum Oram
2mg It 12,5
*(12.40) C*
4mgl?t 40.0
(36.11) B
6 mg It 71.2
(63.52) A
8 mg It 45.0
(39.84) B
Ortalama 42.18
(37.96)

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,05 hata smurlar iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ac1 degerleri

8 mg I'*’lik 2,4,5-T oksin konsantrasyonunda ortalama kallus olusum oran1 % 45.0
olarak gerceklesmistir ve 4 mg I™’lik 2,4,5-T oksin konsantrasyonundan istatiksel olarak
farksiz bulunmustur.

Bu sonuglar, farkli adi yalancidari ekotiplerinin gen¢ salkimlarindan kallus
olusumunda 6 mg I 'den daha yiiksek 2,4,5-T konsantrasyonlarmin kallus indiiksiyonunu
olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.

Aragtirmada kallus indiiksiyon oranmin oksin konsantrasyonlarina bagl olarak
onemli derecede farklilik gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Can ve ark. (2000) ve Avci
ve Can (2006)’m ayn1 bitkinin farkli oksin tiirii ile Atis ve ark. (2013)’nin ayn1 oksin tiirii
ile yaptigi ¢alismadaki bulgularina benzerlik gostermektedir. Ayrica, Can ve ark. (2004),
Sener ve ark. (2008)’min muhtelif bugdaygillerde yapilan ¢alismalarda elde edilen

arastirma bulgularina benzerlik gostermektedir.
4.2.1.1.3. EKotip X oksin konsantrasyonlarinin kallus olusumuna etkisi
Aragtirma bulgulari, geng salkim segmentlerinin kallus olusturma orani, besi

ortamina ilave edilen farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarinin ekotiplere bagli bagli

olarak etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.4).
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Arastirmada ekotiplere bagl olarak ortalama kallus olusum oranlar1 % 29.7 ile %
68.7 arasinda degistigi goriilmektedir. 5 numarali ekotipten alinan salkim segmentleri
ortalama % 67.8’lik kallus olusum oramiyla 1,2,3 ve 4 no’lu ekotiplerin salkim
segmentlerinden olusan kallus olusum oranlarina gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
daha ytiksek kallus olusum orani gostermistir. Ancak, 3 no’lu ekotipten istatistiksel olarak

farkli olmayan kallus olusum orani gostermistir.

Cizelge 4.4. Farkli adi yalancidan ekotipleri ve 2,4,5-T konsantrasyonlarinin ortalama
kallus olusum oranina etkisi (%)

= 2,4,5-T Konsantrasyonlari E
- o
= 8
@) —
s 2mg It 4 mg I 6 mg I 8 mg I O
. 000 43.80 56.30 37.50 34.4
*(0.57)D* (37.64)BCD (48.75)ABC (33.89)BCD (30.21)B
29.7
) 0.00 25.00 56.20 37.50
(0.57)D (22.79)CD (48.75)ABC (33.89)BCD (26.50)B
5 1250 50.00 81.20 37.50 45.3
(15.29)CD (45.00)BC (70.96)AB (30.29)BCD (40.38)AB
. 0.00 25.00 62.50 43.70 328
(0.57)D (26.39)CD (59.71)ABC (44.86)BC (32.88)B
50.00 56.30 100.00 68.80 68.7
5
(45.00)BC (48.75)ABC (89.43)A (56.25)ABC (59.86)A
125 40.0 71.2 45.0 42.18
Ortalama 15 sc  (36.11)B (63.52)A (39.84)B (37.96)

*Ayni siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlar1 iginde

istatistiksel olarak farkli degildir.

* Ag1 degerleri

6 mg I 2,4,5-T oksin iceren besi ortami ortalama % 71.2°1lik oran ile en yiiksek
kallus olusum oran1 gosteren konsantrasyon olmustur. Oksin konsantrasyonlarinin 6 mg
I"’den itibaren arttikga veya azaldikca, kallus olusum oraninda bir azalma egiliminin
ortaya ciktig1 saptanmaistir.

Kullanilan 2,4,5-T oksinin 6 mg I* konsantrasyon miktari, en yiiksek ortalama
kallus olusum oranini % 100 ile 5 numarali ekotipte olustururken, en diisiik kallus olusum
%0.00 oram1 ile 2 mg I oksin konsantrasyonunda bulunmustur ve istatistiki olarak

birbirlerinden olarak fakli olmayan 1,2 ve 4 numarali ekotiplerde ger¢eklesmistir. 5 no’lu
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ekotip besi ortamina ilave edilen 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarinin tiim varyantlarinda
diger ekotiplere oranla daha yiiksek kallus olusum orani gosteren ekotip olmustur (Sekil
4.7). Ayrica, 6 mg It oksin konsantrasyonu tiim ekotiplerde en yiiksek kallus olusum
orani gosteren konsantrasyon olmustur. Oksin konsantrasyonun 6 mg I*> den itibaren
arttikca veya azaldik¢a tiim ekotiplerde kallus olusum oranlarinda bir azalma ortaya

cikmustir.

Ekotip x Oksin Konsantrasyonlariin Etkisi

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kallus olusum orani (%)

Ekotipler
m2 mg/l #4 mg/l @6 mg/l =8 mg/l

Sekil 4.7. Ekotip x oksin konsantrasyonlarinin kallus olusumuna etkisi

Ekotip x konsantrasyon interaksiyonunun istatistiksel olarak onemli derecede
farklilik gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Metzinger ve ark. (1987), Artunduaga ve ark.
(1988), Molenaar ve ark. (1988), Gland ve Hatipoglu (1989), Can ve ark. (1994), Can ve
Hatipoglu (2000), Can ve ark. (2004), Avci ve Can (2006), Can ve ark. (2008), Sener ve
ark. (2008), Sisharmini ve ark. (2010), Atis ve ark. (2013), Erkoyuncu ve Yorgancilar
(2016)’1n bulgularini desteklemektedir.

4.2.1.2. Kallus agirhg:

Dort farkli 2,4,5-T (2,4,5-Triklorofenoksiasetik asit) oksin konsantrasyonunu
iceren MS (Murashige and Skoog, 1962) temel besi ortaminda kiiltiire alinan 5 adi
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yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipine ait salkim segmentlerinden olusan
kallus agirligina uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’ de verilmistir.
Cizelge’de izlendigi gibi yapilan varyans analiz sonuglari; adi yalancidari
bitkisinin geng¢ salkimlarindan olusan kallus agirliginin ekotiplere, besi ortamina ilave
edilen farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarina ve ekotipxoksin konsantrasyonu

interaksiyonuna bagli olarak 6nemli derecede degistigini ortaya koymustur.

Cizelge 4.5. Farkli adi yalancidar1 ekotiperinde, oksin konsantrasyonlarinin geng
salkimlardan olusan kallus agirligina etkisi ile ilgili varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Tekerriir 3 4442987 5.503

Ekotip 4 14360.952 17.789**

Hata-1 12 807.257

Konsantrasyon 3 26087.362 31.689**

Ekotip x Konsantrasyon 12 748.048 0.908*

Hata-2 45 823.219

GENEL 79

**)p< 0.01 hata simirlar1 iginde istatistiksel olarak 6nemli
*)p< 0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak 6nemli

4.2.1.2.1. Ekotipin kallus agirh@ina etkisi

Arastirmada 5 ekotipten alinan ve dort farkli besi ortaminda kiiltiire alinan 320
salkim segmentinden tiim varyantlarin ortalamasi olarak 61.83 (mg/petri) kallus agirlig:
saptanmigtir. Arastirmada kullanilan farkli adi yalancidar ekotiplerinde ortaya ¢ikan

ortalama kallus agirli degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. farkli adi yalancidart ekotiplerinde ortalama kallus agirliklari (mg/petri)

Ekotip No Kallus Agirhg:
1 51.54 B*
2 3782 B
3 60.16 B
4 46.22 B
5 113.40 A
Ortalama 61.83

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlar i¢inde
istatistiksel olarak farkli degildir.
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Cizelge 4.6 incelendiginde, ekotiplere bagl olarak petri kutusu basina olusan
ortalama kallus agirhigi 37.82 ile 113.40 (mg/petri) arasinda degismistir. Genellikle
ekotiplere bagh olarak kallus agirliginin degisimi kallus olusum oranindaki degisime
benzerlik gostermistir. Yani kallus olusum oran1 yiliksek olan ekotipin geng
salkimlarindan ortalama olarak daha yiiksek kallus agiligi elde edilmistir. 5 numarali
ekotipten alinan salkimlar ortalama 113.40 mg/petri ile en yiiksek kallus agirligi
gosterirken, diisiik kallus olusum oran1 gosteren 2 no’lu ekotip 37.82 mg/petri ile yine en
diisiik kallus agirhig olusturmustur. Ancak, 2 no’lu ekotip istatistiksel olarak 1,3 ve 4
numarali ekotiplerden ile farkli olmayan kallus agirligi gostermistir. Bu sonuglar
ekotipler arasinda kallus agirlig1 agisindan ortaya ¢ikan farkliligin kallus olusum oranlari
arasindaki farklardan ileri geldigini, ekotipler arasinda kallus biiylime hiz1 agisindan bir
farklilik olmadigini ortaya koymaktadir.

Arastirmamizda ekotiplere bagl olarak degisim gosteren kallus agirliklari ile ilgili
bulgularimiz; Gland ve Hatipoglu (1989), Can ve ark. (1994), Can ve ark. (2000), Can ve
Hatipoglu (2000), Can ve ark. (2004), Avci ve Can (2006), Can ve ark. (2008), Sener ve
ark. (2008) ve Atis ve ark. (2013)’nmin nin muhtelif bugdaygillerin gen¢ c¢icek
salkimlariyla siirdiirdiikleri arastirmalarinda elde ettikleri arastirma bulgulari
desteklemektedir. Ekotiplerin kallus agirligi agisindan gosterdigi farklilik; ekotiplerin

kallus indiiksiyon oranlarindaki farkliliktan ileri geldigini sOyleyebiliriz.

4.2.1.2.2. Oksin konsantrasyonlarimnin kallus agirh@ina etkisi

Aragtirma bulgulari, besi ortaminda kullanmilan farkli 2,4,5-T oksin
konsantrasyonlarinin kallus agirligina etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu
gostermistir (Cizelge 4.7).

Arastirmada incelenen 2,4,5-T konsantrasyonlarinin kallus agirhigi iizerine
etkileri, kallus olusum orani {izerindeki etkilerine benzerlik gostermistir. 6 mg It 2,4,5-
T oksin igeren besi ortami ortalama % 105.9 mg/petri kallus agirligr ile en yiiksek kallus
agirhigr gésteren konsantrasyon olmustur.

Oksin konsantrasyonu 6 mg I*> den diistiikce ve yiikseldikge kallus agirliginda da
bir azalma egilimini ortaya c¢ikartmistir. Nitekim, 4 mg I"Vlik 2,4,5-T oksin
konsantrasyonunda ortalama kallus agirlig1 60.08 mg/petri iken, 8 mg I"’lik 2,4,5-T oksin
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konsantrasyonunda ortalama kallus agirlig1 63.84 mg/petri olarak gergeklesmistir ve 4 mg
I"’lik 2,4,5-T oksin konsantrasyonundan istatiksel olarak farksiz bulunmustur. En diisiik
kallus agirligi 2 mg I"7’lik 2,4,5-T oksin konsantrasyonunda ortalama 17.51 mg/petri
olarak gerceklesmistir.

Bu sonuglar, farkli adi yalancidar1 ekotiplerinin geng¢ salkimlarindan kallus
olusumunda oldugu gibi kallus agirliginda da 6 mg I 'den daha yiiksek veya diisiik 2,4,5-
T konsantrasyonlarinin kallus agirligini da olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.

Arastirmada kallus agirliginin konsantrasyonlara bagli olarak énemli derecede
farklilik géstermesi ile ilgili bulgularimiz, Chen ve ark (1977), Conger ve Carabia (1978),
Nakamura ve Keller (1982), Ahn ve ark. (1985), Gland ve Hatipoglu (1989), Can ve ark.
(1994), Can ve ark. (2000), Can ve Hatipoglu (2000), Can ve ark. (2004), Avci ve Can
(2006), Can ve ark. (2008), Sener ve ark. (2008) ve Atis ve ark. (2013)’ nun bulgulari ile

benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.7. Farkli 2,4,5-T konsantrasyonlarinin ortalama kallus agirliklarina etkisi
(mg/petri)

Konsantrasyonlar Kallus Agirhg:
2mg It 1751 C
4mgl?t 60.08 B
6 mg It 1059 A
8 mg I 63.84 B

Ortalama 61.83

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,05 hata smirlari iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.

4.2.1.2.3. EKotip x oksin konsantrasyonlarimin kallus agirhgina etkisi

Arastirmada kullanilan farkli adi yalancidar1 ekotiplerinde ortaya ¢ikan ortalama
kallus agirliklari, besi ortamina ilave edilen farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarinin
etkisinin ekotiplere bagl olarak etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.8).

Arastirmada ekotiplere bagli olarak kallus agirligi ortalama 37.83 ile 113.4
mg/petri arasinda degismistir. Kallus olusum oraninda oldugu gibi 5 numarali ekotipten
alian salkimlar, 1,2, 3 ve 4 no’lu ekotiplerden alinan salkimlara gore istatistiksel olarak

onemli derecede daha yiiksek kallus agirligi gostermistir. En diisiik ortalama kallus

39



agirh@ 37.83 mg/petri ile 2 no’lu ekotipte gdzlemlenmistir. Ancak bu ekotipte gézlenen
kallus agirligr 1, 3 ve 4 no’lu ekotiplerde olusan kallus agirlig1 agisindan istatistiksel
olarak farksiz bulunmustur.

Kallus olusum oranlarinda oldugu gibi kallus agirliginda da 6 mg It 2,4,5-T oksin
iceren besi ortami, ortalama 105.9 mg/petri ile en yiiksek kallus agirligi gosteren
konsantrasyon olmustur. En diisiik kallus agirlig1 yine 17.51 mg/petri ile 2mg 112,4,5-T

oksin konsantrasyonunda goriilmiistiir.

Cizelge 4.8. Farkli adi yalancidan ekotipleri ve 2,4,5-T konsantrasyonlarinin ortalama
kallus agirliklarina etkisi (mg/petri)

= 2,4,5-T konsantrasyonlari E

= =

ISt £

s 2mg It 4 mg It 6 mg I 8mg It @]
1 0.00 F* 95.93 BCDE 83.50 BCD 56.75 BCDEF 51.54B
) 0.00 F 28.85 DEF 73.03 BCDE 49.40 BCDEF 37.82B
3 17.38 EF 72.75 BCDE 109.70 B 40.82 CDEF 60.16 B
A 0.00 F 37.60 CDEF 87.35 BCD 59.92 BCDEF 46.22 B
c 70.20 CDE 95.25 BC 175.90 A 112.3B 1134 A

1751 C 60.08 B 1059 A 63.84 B
Ortalama

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlar i¢inde
istatistiksel olarak farkli degildir.

Kallus olusum oraninda oldugu gibi oksin konsantrasyonun 6 mg I*> den itibaren
artttkca veya azaldikca, kallus agirliginda da bir azalma egiliminin ortaya ciktigi
saptanmuistir.

Kullanilan 2,4,5-T oksinin 6 mg I* konsantrasyon miktari, ortalama en yiiksek
kallus agirligim 175.90 mg/petri ile 5 numarali ekotipte olustururken, 2 mg It oksin
konsantrasyonun en diisiik kallus agirligini 0.0 mg/petri ile birbirlerinden istatistiki olarak

fakli olmayan 1,2 e 4 numarali ekotiplerde gerceklesmistir. 5 no’lu ekotip besi ortamina
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ilave edilen 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarmin tiim varyantlarinda diger ekotiplere
oranla daha yiiksek kallus olusum oranin da oldugu gibi en yiiksek kallus agirlig1 gosteren
ekotip olmustur (Sekil 4.8). Ayrica, 6 mg I oksin konsantrasyonlari 1 no’lu ekotip harig
tim ekotiplerde en yiiksek kallus agirligi gosteren konsantrasyon olmustur. Oksin
konsantrasyonunun 6 mg "1’ den itibaren arttikga veya azaldikga tiim ekotiplerde kallus

olusum oranlarinda oldugu gibi kallus agirliginda da bir azalma ortaya ¢cikmustir.

Ekotip x Oksin Konsantrasyonlarinin Kallus Agirhgina Etkisi

180
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80

60

Kallus Agirhig1 mg/Petri

40

20

Ekotipler
=2 mg/l #4 mg/l =6 mg/l @8 mg/l

Sekil 4.8. Ekotip x oksin konsantrasyonlarinin kallus agirligina etkisi

2,45-T'nin kallus agirlig1 agisindan etkinliklerinin ekotiplere bagli olarak
degismesi; ekotiplerin eksplantatlarin alinmasi sirasindaki fizyolojik durumu ile
aciklanabilir. Ekotiplerin bu devrede bulunduklar1 fizyolojik durum; biiyiime
diizenleyicilerinin sentezi, tasinmasi ve yarayishiligini etkiliyebilir (Vasil, 1987). Diger
taraftan, farkli ekotiplerin farkli oksinleri metabololize edebilme yertenekleri de, farkl
oksinlerin farkli ekotiplerde kallus agirlig1 acisindan farkl etkinlik gosteremelerine neden

olabilir (Close ve Ludeman, 1987).
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4.2.2. Bitki rejenerasyonu

Arastirmada MS besi ortaminin 4 farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonunda kiiltiire
alman adi yalancidar1 ekotiplerinin gen¢ ¢icek salkimindan olusan kalluslar, kiiltiirler
kiiltiir baslangicindan 8 hafta sonra indiiksiyon ortamindan rejenerasyon ortamina
aktarilacak hale gelmistir (Sekil 4.9).

Kiiltiirler rejenerasyon ortamina aktarildiktan 7-10 giin sonra karanlik kosullarda
7-10 i¢inde rejenerasyon gergeklesmistir (Sekil 4.10).

Rejenerasyon ortaminda olusan rejenerantlarda isikli iklim odasinda 1 hafta iginde
yesil renk olusumu gozlenmistir (Sekil 4.11).

Rejenerantlar 3 haftalik siire¢ sonunda, yaklasik olarak 10 mm boylanmustir (Sekil
4.12).

Daha sonra gelisme ortamina aktarilan rejenerantlar {i¢ haftalik kiiltiir sonunda
saksiya sasirtilabilecek bliytlikliige ulagmislardir. Saksilara sasirtilan adi yalancidar
bitkileri bir hafta siire ile iklim odasinda plastik Ortii altinda birakilarak ortama
adaptasyonlari saglanmistir. Bununla birlikte bazi rejeneratlarin 61diigii gozlemlenmistir.

Daha sonra iklimlendirilmis sera kosullarinda bitkicikler kardeslenmislerdir (Sekil 4.13).

Sekil 4.9. Rejenerasyon ortamina aktarilacak hale gelmis embriyogenik kalluslar (kiiltiir
baslangicindan 8 hafta sonra)
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Sekil 4.10. Somatik Embriyolardan Bitki Rejenerasyonu (kiiltiir baglangicindan 9 hafta
sonra)

Sekil 4.11. Isik kosullarinda klorofil olusturan bitkicikler (kiiltiir baglangicindan 10
hafta sonra)
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Sekil 4.12. Rejenerasyon ortaminda 10 mm kadar boylanan bitkicikler (kiiltiir
baslangicindan 11 hafta sonra)
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Sekil 4.13. Saksida kardeslenmis olan rejenerat (kiiltiir baglangicindan 16 hafta sonra)
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4.2.2.1. Rejenerasyon orami

Dort farkli 2,4,5-T (2,4,5-Triklorofenoksiasetik asit) oksin konsantrasyonunu
iceren MS (Murashige and Skoog, 1962) temel besi ortaminda kiiltiire alinan 5 adi
yalancidari (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipine ait salkim segmentlerinin rejenerasyon

oranlarina uygulanan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.9’ da verilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli adi yalancidar1 ekotiperinde, oksin konsantrasyonlarinin geng
salkimlardan olusan bitki rejenerasyon oranina etkisi ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Tekerriir 3 1.505 4.668

Ekotip 4 6.140 19.043**

Hata-1 12 0.322

Konsantrasyon 3 7.413 31.542**

Ekotip x Konsantrasyon 12 0.348 1.480*

Hata-2 45 0.235

GENEL 79

**)p< 0.01 hata simirlar1 iginde istatistiksel olarak 6nemli
*)p< 0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak 6nemli

Cizelge’de izlendigi gibi yapilan varyans analiz sonuglari; adi yalancidari
bitkisinin gen¢ salkimlarindan rejenerasyon oranmin ekotiplere, besi ortamina ilave
edilen farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarina ve ekotipxoksin konsantrasyonu

interaksiyonuna bagli olarak énemli derecede degistigini ortaya koymustur.

4.2.2.1.1. Ekotipin rejenerasyon orani etkisi

Aragtirmada 5 ekotipten alman ve dort farkli besi ortaminda kiiltiire edilen 320
salkim segmentinden tiim varyantlarin ortalamasi olarak petri kutusu basina 3.56, salkim
segmenti bagina 0.89 adet rejenerant elde edilmistir. Toplam 320 salkim segmentinden de
284.8 adet bitkicik elde edilmistir.

Arastirmada kullanilan farkli adi yalancidar1 ekotiplerinde ortaya c¢ikan
rejenerasyon oranlart Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. incelendiginde; ekotiplere bagli olarak petri kutusu basina ortalama

rejenerasyon oraninin 2.00 ile 8.06 arasinda degistigi goriilmektedir.
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5 numarali ekotip ortalama 8.06 rejenerasyon orani ile en yiiksek degeri gosteren
ekotip olurken, 2 numarali ekotip 2.00 rejenerasyon orani ile en diisiik rejenerasyon orani
gosteren ekotip olmustur. Ekotipler arasinda ilstatistiki olarak salkim segmenti basina

olusturduklar1 rejenerant sayis1 bakimindan bir farklilik gériilmemistir.

Cizelge 4.10. Farkli adi yalancidar ekotiplerinde ortalama rejenerasyon oranina etkisi
(rejenerant/petri)

Ekotip No Rejenerasyon Orani
1 2.12
"(1.45) A*
2 2.00
(1.37) A
3 2.94
(1.64) A
4 2.69
(1.60) A
5 8.06
(2.88) A
Ortalama 3.56
(8.94)

*Ayni siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlar1 iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ag1 degerleri

Aragtirmamizda ortaya c¢ikan farkli adi yalancidari ekotiplerinin farkli
rejenerasyon oranlart géstermesi ile ilgili bulgularimiz, Lorz ve ark. (1988), Gland ve
Hatipoglu (1989), Hatipoglu (1993), Can ve ark. (1994), ), Can ve ark. (2000), Can ve
ark. (2004), Avci ve Can (2006), Can ve ark. (2008), Sener ve ark. (2008), Sisharmini ve
ark. (2010), Atis ve ark. (2013),’nin degisik bugdaygillerle siirdiirdiikleri arastirma
bulgularina benzerlik géstermektedir.

Arastirmamizda ekotiplere bagli olarak rejenerasyon oranmin 2.00-8.06
(rejenerant/petri) arasinda degismine ekotiplerin gosterdigi genetik farkliligin neden
olabilecegi soylenebilir. Bu goriisiimiizii; Hatipoglu,(1995)° nun aym tiir igerisindeki
farkli genotiplerin in-vitro kiiltiirde farkli reaksiyon gostermesine neden olarak genetik
farkliligin olabilecegi ve in-vitro kiiltiirde reaksiyonun genlerin kontrolii altinda oldugu

seklindeki goriislerini desteklemektedir.
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4.2.2.1.2. Oksin konsantrasyonlarinin rejenerasyon oranina etkisi

Arastirma bulgulari, kullanilan oksin konsantrasyonlarinin rejenerasyon oranina

etkisinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Farkli 2,4,5-T konsantrasyonlarinin ortalama rejenerasyon oranina etkisi
(rejenerant/petri)

Konsantrasyonlar Rejenerasyon Orani
2 mg/l 1.25
*(1.08) C*

4 mg/l 2.85
(1.70)B

6 mg/I 6.85
(2.57) A

8 mg/I 3.30
(1.79) B

Ortalama 3.56

(1.78)

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,05 hata smurlar iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ac1 degerleri

Arastirmada incelenen 2,4,5-T konsantrasyonlarinin rejenerasyon orani iizerine
etkileri, kallus olusum oran1 ve kallus agirhigi iizerine olan etkilerine benzerlik
gdstermistir. 6 mg It 2,4,5-T oksin iceren besi ortami ortalama 6.85 bitkicik/petri kutusu
orant ile en yiiksek rejenerasyon oran1 gosteren konsantrasyon olmustur.

Kallus olusum orani ve kallus agirligi degerlerinde oldugu gibi rejenerasyon

oraninda da oksin konsantrasyonun 6 mg I’

den yiiksek veya diisiik olmasi rejenerasyon
orani degerlerinde bir azalma egilimini ortaya ¢ikartmstir. Nitekim, 4 mg I"V’lik 2,4,5-T
oksin konsantrasyonunda ortalama rejenerasyon orani 2.85 iken, 8 mg I™V’lik 2,4,5-T
oksin konsantrasyonunda ortalama rejenerasyon orani 3.30 bitkicik/petri kutusu olarak
gerceklesmistir ve 4 mg I"1’lik 2,4,5-T oksin konsantrasyonundan istatiksel olarak farksiz
bulunmustur. En diisiik ortalama rejenerasyon oram1 2 mg |™lik 2,4,5-T oksin
konsantrasyonunda ortalama 1.25 bitkicik/petri kutusu olarak gerceklesmistir.

Bu sonuglar, farkli adi yalancidari ekotiplerinin gen¢ salkimlarindan kallus

olusumu ve kallus agirliginda oldugu gibi 6 mg It 'den daha yiiksek veya diisiik 2,4,5-T

konsantrasyonlarinin rejenerasyon oranini da olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.
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Arastirmada rejenerasyon oraninin oksin konsantrasyonuna bagl olarak farklilik
gostermesi ile ilgili bulgularimiz; Gland ve Hatipoglu (1989), Denchev ve Conger (1994),
Can ve ark. (2000), Avci ve Can (2006), Can ve ark. (2008), Sener ve ark. (2008),
Sisharmini ve ark. (2010), Atis ve ark. (2013)’nin bulgularina benzemektedir.

4.2.2.1.3. EKotip X oksin konsantrasyonlarinin rejenerasyon oranina etkisi

Arastirmada kullanilan farkli adi yalancidari ekotiplerinde ortaya ¢ikan ortalama
rejenerasyon orani degerleri, besi ortamina ilave edilen farkli 2,4,5-T oksin
konsantrasyonlarinin etkisinin ekotiplere bagl olarak etkilerinin 6nemli derecede farkli

oldugunu gostermistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Farkli adi yalancidar ekotipleri ve 2,4,5-T konsantrasyonlarinin ortalama
rejenerasyon oranina etkisi (rejenerant/petri).

5 2,4,5-T konsantrasyonlari E
% 2 mg/l 4 mg/l 6 mg/l 8 mg/l 5
. 000 3.25 3.50 175 2.12
+0.71)E* (1.81)BCD (1.93)BCD (1.35)BCD (L45)A
) 0.00 1.50 4.25 2.25 200
(0.71)E (1.29)DE (2.014)BCD (1.46)CDE (1.37)A
0.00 2.25 6.75 2.75 2.94
3 (0.71)E (1.64)BCDE (2.63)B (1.58)BCDE (1.64)A
. 0.00 1.25 6.00 3.50 2.69
(0.71)E (1.22)DE (1.50)BC (1.97)BCD (1.60)A
6.25 6.00 13.750 6.25 8.06
> (2.59)B (2.55)B (3.77)A (2.60)B (2.88)A
1.25 2.85 6.85 3.30 3.56
Ortalama (1.08)C  (L.70)B (2.57)A (1.79)B (1.78)

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlar i¢inde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Aci1 degerleri

Arastirmada ekotiplere bagli olarak ortalama rejenerasyon orani 2.00 ile 8.06

bitkicik/petri kutusu arasinda degismistir. 5 numarali ekotip ortalama 8.06 rejenerasyon
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orani ile en yiiksek degeri gosterirken, diger ekotipler, salkim segmenti basina
olusturduklar1 rejenerant sayis1 bakimindan istatistiki olarak bir farklilik gostermemistir.

Kallus olusum oran1 ve kallus agirliginda oldugu gibi 6 mg 1"12,4,5-T oksin igeren
besi ortami1 ortalama 6.85 bitkicik/petri kutusu ile en yiiksek rejenerasyon orani gosteren
konsantrasyon olmustur. Oksin konsantrasyonun 6 mg |1 den itibaren arttikca veya
azaldikca, kallus olusum oraninda ve kallus agirhiginda goriildigii gibi rejenerasyon
oraninda da bir azalma egiliminin ortaya ¢iktig1 saptanmistir.

Kullanilan 2,4,5-T oksinin 6 mg I* konsantrasyon miktar1, en yiiksek ortalama
rejenerasyon orani 13.75 bitkicik/petri kutusu ile kallus olusum orani ve kallus
agirliginda oldugu gibi 5 numarali ekotipte olustururken, en diisiik rejenerasyon orani 0.0
bitkicik/petri kutusu ile 1,2,3 ve 4 no’lu ekotiplerin 2 mg I"* oksin konsantrasyonunda
gerceklesmistir. 5 no’lu  ekotip besi ortamina ilave edilen 2,4,5-T oksin
konsantrasyonlarinin tiim varyantlarinda diger ekotiplere oranla daha yiiksek

rejenerasyon orani gosteren ekotip olmustur (Sekil 4.14).

Ekotip x Oksin Konsantrasyonlarinin Rejenerasyon Oranina Etkisi

=
g
o =
4 2=
= I? 5
g, 2 4
& -
0 1
2mg/l 4mg/l 6 mg/l 8 mg/l
2,4,5-T oksin konsantrasyonlari
ml @2 =3 =24 g5

Sekil 4.14. Ekotip x oksin konsantrasyonlarinin etkisi

Ayrica, 6 mg It oksin konsantrasyonlar1 tiim ekotiplerde en yiiksek rejenerasyon

oram gdsteren konsantrasyon olmustur. Oksin konsantrasyonun 6 mg I*> den itibaren
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arttikca veya azaldik¢a tiim ekotiplerde rejenerasyon oranlarinda bir azalma ortaya
cikmustir.

Rejenerasyon oran1 bakimimdan ekotip X konsantrasyon interaksiyonunun
istatistiksel olarak onemli derecede farklilik gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Metzinger
ve ark. (1987), Artunduaga ve ark. (1988), Molenaar ve ark. (1988), Can ve ark. (1994),
Can ve Hatipoglu (2000), Can ve ark. (2004), Avci ve Can (2006), Can ve ark. (2008),
Sener ve ark. (2008), Sisharmini ve ark. (2010), Atis ve ark. (2013)’nin bulgularini

desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda, Adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum P.) bitkisinin somatik
kromozom sayisinin belirlenmesi geng salkimlarinin in-vitro kiiltiirde eksplantat olarak
kullanilmasi ve rejenere olabilir kallus kiiltiirlerinin elde edilmesi ile in-vitro kiiltiirden
yararlanma imkanlar1 amaglanmistir

Arastirmadan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde siralanmustir.

Arastirmadan elde edilen bulgular; adi yalancidar1 (Paspalum dilatatum Poir.)
ekotipinde yapilan somatik kromozom sayimlari; ekotiplerin 2n=4x=40 kromozomlu
oldugunu ortaya koymustur. Bolgedeki adi yalancidar1 populasyonunun tetraploid formda
oldugunu ve 2n=4x=40 kromozom sayisina sahip oldugunu gostermektedir. Ancak,
yapilacak daha kapsamli calismalarla farkli ploidi seviyesine ait bitkilerin de
bulunabilecegini soylenebilir.

Dort farkli 2,4,5-T (2,4,5-triklorofenoksiasetik asit) oksin konsantrasyonunu
iceren MS (Murashige and Skoog, 1962) temel besi ortaminda kiiltiire alinan 5 adi
yalancidari (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipine ait salkim segmentlerinin kallus
olusturma kallus indiiksiyonu, kallus agirligi ve rejenerasyon orani agisindan onemli
varyasyon oldugunu ortaya koymustur.

Ekotiplere bagli olarak ortalama kallus olusum oraninin % 29.7 ile % 68.7
arasmda degistigini, 6 mg I 2,4,5-T oksin igeren besi ortami ortalama % 71.2 kallus
olusum orani ile en yiiksek kallus olusum orami gdsteren konsantrasyon oldugunu ve
oksin konsantrasyonun 6 mg I*’den itibaren arttikca veya azaldikca, kallus olusum
oraninda bir azalma egiliminin ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Ayrica, arastirmada kullanilan
farkli adi yalancidar1 ekotiplerinde ortaya cikan ortalama kallus olusum orani, besi
ortamina ilave edilen farkli 2,4,5-T oksin konsantrasyonlarinin etkisinin ekotiplere bagh
olarak etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gdstermistir. 6 mg I 2,4,5-T oksin
igeren besi ortaminda 5 numarali ekotipten alinan salkim segmentleri ortalama % 67.8’lik
kallus olusum oraniyla 1,2 ve 4 no’lu ekotiplerin salkim segmentlerinden olusan kallus
olusum oranlarina gore istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek kallus olusum
orani gostermistir.

Ekotiplere bagli olarak petri kutusu basina olusan ortalama kallus agirlig1 37.82

ile 113.40 (mg/petri) arasinda degismistir. Genellikle ekotiplere bagli olarak kallus
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agirhiginin degisimi kallus olusum oranindaki degisime benzerlik gostermistir. 2,4,5-T
konsantrasyonlarinin kallus agirlig tizerine etkilerinin, kallus olusum orani iizerindeki
etkilerine benzerlik gostermistir. 6 mg It 2,4,5-T oksin iceren besi ortami ortalama %
105.9 mg/petri kallus agirhigi ile en yiiksek kallus agirligi gosteren konsantrasyon
olmustur. 6 mg 1-1 2,4,5-T oksin igeren besi ortaminda kallus olusum oraninda oldugu
gibi 5 numarali ekotipten alinan salkimlar, 1,2, 3 ve 4 no’lu ekotiplerden alinan salkimlara
gore istatistiksel olarak dnemli derecede daha yliksek kallus agirligi géstermistir.

Arastirmada 5 ekotipten alinan ve dort farkli besi ortaminda kiiltiire edilen 320
salkim segmentinden tiim varyantlarin ortalamasi olarak petri kutusu basina 3.56, salkim
segmenti bagina 0.89 adet rejenerant elde edilmistir. Toplam 320 salkim segmentinden de
284.8 adet bitkicik elde edilmistir. Ekotiplere bagl olarak petri kutusu basina ortalama
rejenerasyon oranmin 2.00 ile 8.06 arasinda degistigi gorilmektedir. 2,4,5-T
konsantrasyonlarinin rejenerasyon orani iizerine etkileri, kallus olusum orani ve kallus
agirhips iizerine olan etkilerine benzerlik gostermistir. 6 mg It 2,4,5-T oksin igeren besi
ortami ortalama 6.85 bitkicik/petri kutusu orani ile en yiiksek rejenerasyon oran1 gésteren
konsantrasyon olmustur. Arastirmada kullanilan farkli adi yalancidari ekotiplerinde
ortaya ¢ikan ortalama rejenerasyon orani degerleri, besi ortamina ilave edilen farkli 2,4,5-
T oksin konsantrasyonlarinin etkisinin ekotiplere bagli olarak etkilerinin 6nemli derecede
farkl1 oldugunu gdstermistir. Ayrica, 2,4,5-T oksinin 6 mg I konsantrasyon miktar1, en
yiiksek ortalama rejenerasyon orani 13.75 bitkicik/petri kutusu ile kallus olusum oran1 ve
ve kallus agirliginda oldugu gibi 5 numarali ekotipte olugmustur.

Arastirma sonuclari, kallus indiiksiyon orani, kallus agirhg ve bitki
rejenerasyonunun ekotiplere ve 2,4,5-T konsantrasyonlarina bagl olarak degistigini
ortaya koymustur. Ekotiplere bagli olarak kallus olusum oran1 % 32.8 ile % 68.7, petri
kutusuna basina kallus agirligr 37.82 ile 113.4 mg ve petri kutusu basina gerceklesen
rejenerat sayist 2.00 ile 8.06 arasinda degismistir. En yiiksek kallus indiiksiyon orani,

kallus agirligi ve bitki rejenerasyonu 6 mg 1-1 2,4,5-T konsantrasyonundan saglanmustir.
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