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Domuz Ayriginda (Dactylis glomerata L.) Olgun Embriyodan Bitki
Rejenerasyonu
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Ozet: Bu arastirmada, domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.)’mn iki yabani ekotipine (Oltu, Ulubag)
ve iki ¢esidine (ABD Islah, Amba) ait olgun embriyolarin, doku kiiltiiriine tepkileri belirlenmistir.
Aragtirmada 2 oksin tipi (dikamba ve pikloram), bu oksin tiplerinin 3 farkli dozu (1,5 mg/1, 2,0 mg/l,
2,5 mg/l) ve kallus olusumu asamasinda iki farkli dozda (20-30 g/l) sukroz kullanilmustir.
Uygulamalarin kallus olusum orani iizerine etkisi dnemsiz olmasina karsin, bitki rejenerasyonu
iizerine etkisi ¢cok onemli olmustur. Bitki rejenerasyonu genotiplere, hormon tiplerine ve hormon
dozlarina gore degisim gostermistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gére domuz ayriginda olgun
embriyodan bitki rejenerasyonu i¢in pikloramin 1,5 mg/I’lik dozu uygun bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Dactylis glomerata, embriyo, rejenerasyon

Plant Regeneration from Mature Embryo of Orchardgrass
(Dactylis glomerata L.)

Abstract: In this research, response of mature embryos of two wild ecotypes and two cultivar of
orchardgrass (Dactylis glomerata L.) to tissue culture were investigated. In the study, 2 auxin types
(dicamba and picloram), 3 different doses (1,5 mg/l, 2,0 mg/l and 2,5 mg/l) and 2 different doses of
sucrose at callus stage were used. Although the effect of applications were not significant on callus
formation ratio, it was significant on plant regeneration. Plant regeneration varied according to
genotypes, hormone types and hormone doses. According to the results; 1,5 mg/l dose of picloram
was found appropriate for plant regeneration from mature embryo.
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Giris

Domuz ayrigi, yaygin sekilde tiretimi en fazla  kullanilan  eksplant  tipi
yapilan ¢ok yillik bir serin iklim yem  olgunlagmamis embriyo (Arzani and
bitkisidir (Lee et al. 2006). Genis bir  Mirodjagh, 1999) olmakla beraber, domuz
adaptasyon yetenegine sahip olmasi, yumak ayriginda anter (Christensen et al. 1997),
meydana getirerek golgeye ve kuraga karst  yaprak  (Kuklin  and Conger 1995,
direnglilik  géstermesi ve ayrica su  Tomaszewskiz et al. 1994, Somleva et al.
baskinlarina karsi1 dayanikli olmasi domuz 1993, Horn et al. 1988) ve tohum
ayrigl bitkisinin Ustiin 6zellikleri arasinda  (Eunkyung et al. 2002, Sanghoon et al.
sayilabilir (Hannaway et al. 1999, Serin ve 2004, Hyoshin et al. 2000) gibi degisik bitki

Tan 1998). eksplantlar1  kullanilmustir.  Tiim  bu
Domuz ayrigr 1slah calismalarinda, calismalarda domuz ayrigr varyeteleri
molekiiler 1slah yontemlerinin  yiiksek arasindaki kallus olusum orani,

diizeyde kullanilabilmesi igin, etkin bir in rejenerasyon etkinligi (Kiyong et al. 2003,
vitro  rejenerasyon  sistemine ihtiyag ~ Eunkyung et al. 2002), bitki biiyiime
duyulmaktadir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda diizenleyicilerinin ve antioksidanlarin kallus
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olusumu ve rejenerasyon lzerine etkisi
(Kiwon et al. 2005, Sanghoon et al. 2004,
Balan et al. 2001), antisitokininlerin etkisi
(Somleva et al. 1995), bakirin rejenerasyon

tizerine etkisi (Hyoshin et al. 2000)
aragtirilmstir.
Eksplant kaynagi olarak kullanilan

olgunlagmamig embriyolarin, daha uzun
siire ve daha fazla finansman gerektirmesi
sistemin etkinligini sinirlandirmaktadir. Bu
nedenle alternatif bir eksplant kaynagi
olarak olgun embriyo kullaniminin daha
avantajli oldugu diisiiniilmektedir. Olgun
embriyolarin  kaynagi olan  tohumlar
kolaylikla  temin  edilebildikleri  ve
depolanabildikleri i¢in yilin her déneminde
calisma olanagi saglamaktadirlar (Birsin ve
Ozgen 2004).

Bu calismamizin amaci eksplant kaynagi
olarak olgun domuz ayrig1 embriyolarindan
etkin bir kallus olusumu ve bitki
rejenerasyon sistemi gelistirmektir. Bu
amagla calismada, farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerinin  ve dozlarinin, farkli
domuz ayrig1 genotiplerinin kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonu iizerine etkileri
arastirilmigtir.

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali

Arastirma, Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii Bitki
Molekiiler  Genetigi Laboratuvarinda
yiiritilmistir. Calismada domuz ayrig
bitkisine ait iki yabani ekotip (Oltu, Ulubag)
ve iki ¢esit (ABD Islah, Amba)
kullanilmigtir. Oltu ve Ulubag ekotipleri
Erzurum yoresinde dogal olarak yetisen
yabani domuz ayrig1 bitkileri olup, daha
once yapilan bir c¢aligma kapsaminda
toplanmis ve cogaltilmistir (Tosun ve
Sagsdz, 1994). ABD Islah ¢esidi boliim
stoklarindan, Amba ¢esidi ise Cim Teknik
firmasindan temin edilmistir.

Besi Ortami

Domuz ayrigi bitkisinin tohumlart %
70°1ik alkol ile (EtOH) 5 dakika ve % 20°lik
camasir suyu ile 15 dakika yiizey
sterilizasyonundan sonra steril saf su ile 3
kez durulama islemine tabi tutulmustur.
Kallus olusumu i¢in embriyolar phytagel (2
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g/l) iceren MS (Murashige and Skoog 1962)
ortaminda 2 farkli oksin tipinin (dicamba ve
picloram) 3 farkli konsantrasyonunda (1,5
mg/l, 2,0 mg/l, 2,5 mg/l) denemeye
almmuslardir. Ayrica kullanilan ortama
MES (1,95 ¢/l), L-glutamine (0,250 g/l),
kazein hidrolizat (0,05 g/l), askorbik asit
(100 mg/l) ve farkli konsantrasyonlarda
(20-30 g/l) karbonhidrat kaynagi olarak
sukroz ilave edilmistir. Ortamin pH’s1 5,8’¢
ayarlandiktan sonra 20 dakika siireyle
121  °C’de 105 kPa’da otoklavda
sterilizasyon yapilmistir. Embriyolar stereo
mikroskop  altinda  tohumdan izole
edildikten sonra MS besin ortamina
aktarilmislardir. Olgun embriyolar 25 °C’de
karanlik  ortamda 4  hafta  siireyle
bekletildikten sonra yine ayni ortama alt
kiiltire alinmiglardir. Bu siire igerisinde
kallus gelisimi periyodik olarak gozlem ve
kontrollere tabi tutulmustur. 8 hafta sonra
farkli gelisim asamalarinda olan kallus
dokular1 rejenerasyon ortamina aktarilmistir.
Rejenerasyon ortamu  olarak  modifiye
edilmis (0,2 mg/l 2,4-D; 1,96 g/l MES; 20
g/l sukroz ve 2 g/l phytagel) MS ortami
kullanilmigtir.  Rejenerasyon  ortamina
aktarilan kalluslar 16 saat 1s1tk 8 saat
karanlik sartlarda 25 °C’de 4 hafta siireyle
bekletilmiglerdir. Bu siire sonunda siirgiin
olusturan bitkiler yine rejenerasyon ortami
iceren kiiltiir tliplerine aktarilmiglardir.

Verilerin Istatistiksel Analizi

Deneme, Tam Sansa Bagli Deneme
Desenine gore 4  tekerriirlii  olarak
kurulmustur. Her bir petri kabina 30 adet
embriyo yerlestirilerek toplam 5760 adet
tohum kullamlmistir. {lk 60 giinliik siire
icerisinde kallus olusum asamalarina gore
kayitlar alinmistir. Elde edilen kallus sayisi
ortama konulan toplam tohum sayisina
oranlanarak eksplant basma kallus olusum
orani hesaplanmistir. Rejenerasyon sonunda
olusan bitkicikler sayilarak, uygulama
bagina toplam bitki sayisi hesaplanmigtir.
Elde edilen veriler SPSS istatistik paket
programi kullanilarak varyans analizine tabi
tutulmus ve uygulamalar Duncan c¢oklu
karsilastirma testi ile karsilastirilmistir.



Bulgular

Kallus Olusumu

Eksplantlar ortama konulduktan yaklagik
2-3 giin sonra kalluslar olusmaya baslamis
ve 30 giin boyunca bu ortamda tutularak
gelismeleri saglanmistir (Sekil-1A). Diger
taraftan eksplantlar ortama konulduktan
yaklasik 15 giin sonra somatik embriyolar
olugmaya baglamigtir (Sekil- 1B).

Kallus olusumu  genotiplere  gore
degisim gostermis, ancak aralarindaki
farkliliklar 6nemsiz olmustur. En yiiksek
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ortalama kallus olusum orant % 81,39 ile
Amba ¢esidinden elde edilmigtir. Bunu
strastyla Oltu ekotipi (% 78,33), ABD Islah
cesidi (% 78,27) ve Ulubag (% 75.49)
ekotipi izlemistir (Cizelge 1). Diger taraftan
kallus  olusum oran1 iizerine seker
miktarlarinin etkisi de 6nemsiz olmus ve 30
g/l sukroz seviyesinin (% 79,41) 20 g/I’lik
seker seviyesine gore (% 77,33) daha
yilksek oranda kallus olusumuna neden
oldugu belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Farkli seker seviyeleri, oksin tipleri ve dozlarinda genotiplerin eksplant sayisina gore kallus

olusumu (%).

Oksin Doz Ulubag Oltu Amba ABD Islah Ortalama
tipi (mg/l) [ 20 g/l 309/l | 209/l | 309/ | 209/l | 309/l | 20g/l | 30g/l | Oksin | Oksin
dozu tipi
Pikloram 15 65,83 79,17 | 83,33 | 86,67 71,67 69,17 71,67 | 91,67 | 77,40 80,42
2,0 73,33 82,50 | 83,33 | 82,50 81,67 90,83 91,67 | 89,17 | 84,38
25 76,67 72,50 | 81,67 81,67 77,50 81,67 77,50 | 86,67 | 79,48
Dikamba 15 82,50 83,33 | 83,33 | 72,50 87,50 75,83 89,17 | 80,00 | 81,77 76,32
2,0 78,33 74,17 | 78,33 | 57,50 85,00 82,50 65,83 | 67,50 | 73,65
25 77,50 60,00 | 62,50 | 86,67 84,17 89,17 45,83 | 82,50 | 73,54
Genotip ort. 75,49 78,33 81,39 78,27 78,37
Seker ort. 20 g/l: 77,33 30 g/l: 79,41
Oksin tipleri yoniinden degerlendirme degerlendirme yapildiginda en yiiksek
yapildiginda ve ortalama degerler dikkate  kallus olusum orant (% 91,67) ABD Islah
alindiginda kallus olusum oran1 bakimindan ~ ¢esidinde 20 g/l sukroz seviyesinde

pikloramin (% 80,42) dikambadan (% 76,32)
daha istiin oldugu saptanmig, ancak oksin
tipleri arasindaki farklilik 6nemsiz olmustur.
Ayrica arastirmada kullanilan pikloramin
1,5; 2,0 ve 2,5 mg/I’lik dozlarinda kallus
olusum oranlart sirasiyla % 77,40, %
84,38, % 79,48 olarak belirlenmis,
dikambanin ayni dozlarinda ise bu oranlar
sirasiyla % 81,77, % 73,65, % 73,54 olarak
tespit edilmistir.

Oksin dozlar1 arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur.
Diger taraftan tiim faktorler dikkate alinarak

pikloramin 2 mg/I’lik dozundan ve 30 g/l
sukroz seviyesinde pikloramin 1,5 mg/I’lik
dozundan elde edilmistir.

Bitki Rejenerasyonu

Kalluslar rejenerasyon ortamina
aktarildiktan sonra bir ay siireyle petri
kutularinda tutulmuslar ve bu ortamda kok
ve siirglin olusumlar1 saglanmistir  (Sekil-
1C). Daha sonra rejenere olan bitkicikler
test tiiplerine alinmis ve bir ay siireyle
gelismeye birakilmislardir (Sekil-1D).

Cizelge 2. Farkli oksin tipleri ve dozlarinda genotiplerden elde edilen rejenere bitki sayisi

Oksin tipi Doz enep Or?alama O”f”"ar.“"?‘
Ulubag Oltu Amba ABD Islah | oksin dozu oksin tipi
1.5 1 2 2 3 2,00
Pikloram 2.0 0 1 6 0 1,75 1,83
2.5 3 1 3 0 1,75
1.5 1 1 1 4 1,75
Dikamba 2.0 0 0 0 1 0,25 1,42
2.5 0 0 8 1 2,25
Ortalamalar 0,83 0,83° 3,33° 1,50°

**: Ayni satirda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar ¢ok 6nemlidir (p<0,01).
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Rejenere olan bitki sayisi genotiplere
gore degismis ve aralarindaki farkliliklar
¢ok 6nemli (p<0,01) bulunmustur. Ortalama
rejenere bitki sayist dikkate alindiginda en
yiiksek rejenere bitki sayisi 3,33 adet ile
Amba ¢esidinden elde edilmis, bunu 1,50
adet bitki ile ABD Islah ¢esidi izlemistir.
Oltu ve Ulubag ekotiplerinde ise toplam
0,83’er adet bitki olustugu belirlenmistir

(Cizelge 2).
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Oksin tipleri yoniinden degerlendirme

yapildiginda  rejenere  bitki sayisi
bakimindan ortalama degerler dikkate
alindiginda  pikloramin (1,83  adet)

dikambadan (1,42 adet) daha iistiin oldugu
saptanmig ve oksin tipleri arasindaki

farklilik ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur.

Sekil 1- A) Domuz ayri81 bitkisinden olgun embriyo kullanarak kallus olusumu, B) Kallus iizerinde

somatik embriyo olusumu, C) In-vitro bitkicik rejenerasyonu,

olmus domuz ayrig: bitkisi,

Ayrica aragtirmada kullanilan
pikloramin 1,5; 20 ve 25 mg/I'lik
dozlarinda ortalama rejenere olan bitki
sayist sirastyla 2,00, 1,75 ve 1,75 adet
olarak  belirlenmis, dikambanmm aym

18

D) Test tiipii i¢erisinde rejenere

dozlarinda ise bu degerler sirasiyla 1,75,
0,25 ve 2,25 adet olarak tespit edilmistir.
Oksin dozlar1 arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak ¢ok oOnemli (p<0,01)
bulunmustur (Cizelge 3). Oksin dozlarina



gore bitki sayisi en yiiksek (2 adet bitki)
oksinin 2,5 mg/l dozunda belirlenmis, bunu
1,5 mg/I’lik dozu (1,88 adet bitki) ve 2,0
mg/1’lik dozu (1,00) izlemistir.

Cizelge 3. Farklhi oksin dozlarinda,
genotiplerden elde edilen ortalama rejenere
bitki sayisi.

Oksin dozlar: Ortalamalar
1,5 1,88"
2,0 1,00°
2,5 2,00%

**:Aynt situnda farkli harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar ¢ok onemlidir (p<0,01).

Tiim uygulamalar dikkate alindiginda en
fazla rejenere bitki sayisinin 8 adet ile
Amba ¢esidinden, dikambanin 2,5 mg/I
dozundan elde edildigi goriilmektedir.

Tartisma

Bugdaygiller rejenerasyon bakimindan
inat¢1 tlirler olarak bilinmekle birlikte ( Lu
and Vasil, 1981; Cutler et al. 2007), doku
kiiltlirii ortaminin bilesiminde (Fennel et al.
1996), eksplant kaynagi (Redway et al.
1990), genotipte (Hyoshin et al. 1998; Liu
et al. 2004) degisiklikler yapilarak sorunlar

asilabilmektedir.
Bu arasgtirmada  kallus  olusumu
genotiplere  gore degismekle  birlikte

genotipler arasindaki farklilikta Onemsiz
olmustur. Buna karsin bitki rejenerasyonu
lizerine genotipin etkisi ¢ok Onemli
olmustur. Aymi sekilde domuz ayrig
iizerinde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da
genotipin hem kallus hem de rejenerasyon
iizerinde  etkili oldugu  belirlenmistir
(Eunkyung et al. 2002; Sanghoon et al.
2006; Hyoshin et al. 1998; Lee et al. 2005;
Kiyong et al. 1998). Genotiplerin doku
kiiltiirtine tepkilerinin farkli olmasi, kallus
olusumu ve rejenerasyonun ¢ekirdekteki
veya sitoplazmadaki genler tarafindan
kontrol  edilebilecegini  gdstermektedir
(Peng and Hodges, 1989).

Denemede hormon ¢esitlerinin  ve
dozlarinin kallus olugumu iizerine Onemli
bir etkisi bulunmamasma karsin bitki
rejenerasyonu Uzerine etkileri ¢ok Onemli
olmustur. Bitki biiylime diizenleyicileri in
vitro caligmalarda belirleyici rol
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oynamaktadir. Bugdaygillerde diger oksin
tipleri yaninda, pikloramin ve dikambanin
etkili olduklar1 belirlenmistir (Zhong et al.
1991). Bu arastirmada bitki rejenerasyonu
iizerine pikloramin dikambadan daha etkili
oldugu belirlenmistir. Buna karsin domuz
ayriginda eksplant kaynagi olarak tohumun
kullanildig1 bazi caligmalarda ise en iyi
sonu¢ dikambanin 3 mg/I’lik dozundan elde
edilmistir (Hyoshin et al. 1998; Kiyong et
al. 1998). Bulgular arasindaki bu farklilik
arastirmada kullanilan genotiplerin farkli
olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug¢

Uygulamalarin  kallus olusum oram
lizerine etkisi Onemsiz olmasina karsin,
bitki rejenerasyonu {iizerine etkisi ¢ok
onemli olmustur. Bitki rejenerasyonu
genotiplere, hormon tiplerine ve hormon
dozlarina gore degisim gostermistir. Bu
calismadan elde edilen sonuclara gore
domuz ayriginda bitki rejenerasyonu igin
pikloramin 1,5 mg/I’lik dozu Onerilebilir.
1,5 mg/l pikloram dozu denenen tiim
genotiplerde sonu¢ vermistir. Fakat 2,5
mg/I’lik uygulama sadece bir genotipte
yiiksek sonug verirken digerlerinde hi¢ veya
az sayida rejenerasyon saglamistir. Bu
acidan 1,5 mg/I'lik doz uygulamasi,
genotipe daha az bagl oldugu igin
Onerilmistir. Ancak arastirmada elde edilen
rejenere bitki sayisinin yetersiz oldugu
diisiiniilmekte, bu nedenle farkli oksin
tipleri ve dozlarinin ayr1 ayri veya kombine
halde denenmelerinin  yararli  olacagi
onerilmektedir.
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