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Özet: Bu araĢtırmada, domuz ayrığı (Dactylis glomerata L.)’nın iki yabani ekotipine (Oltu, Ulubağ) 

ve iki çeĢidine (ABD Islah, Amba) ait olgun embriyoların, doku kültürüne tepkileri belirlenmiĢtir. 

AraĢtırmada 2 oksin tipi (dikamba ve pikloram), bu oksin tiplerinin 3 farklı dozu (1,5 mg/l, 2,0 mg/l, 

2,5 mg/l) ve kallus oluĢumu aĢamasında iki farklı dozda (20-30 g/l) sukroz kullanılmıĢtır. 

Uygulamaların kallus oluĢum oranı üzerine etkisi önemsiz olmasına karĢın, bitki rejenerasyonu 

üzerine etkisi çok önemli olmuĢtur. Bitki rejenerasyonu genotiplere, hormon tiplerine ve hormon 

dozlarına göre değiĢim göstermiĢtir. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlara göre domuz ayrığında olgun 

embriyodan bitki rejenerasyonu için pikloramın 1,5 mg/l’lik dozu uygun bulunmuĢtur. 

 

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.  

 

Keywords: Orchardgrass, embryo, regeneration 

 

 

GiriĢ 

 

Domuz ayrığı, yaygın Ģekilde üretimi 

yapılan çok yıllık bir serin iklim yem 

bitkisidir (Lee et al. 2006). GeniĢ bir 

adaptasyon yeteneğine sahip olması, yumak 

meydana getirerek gölgeye ve kurağa karĢı 

dirençlilik göstermesi ve ayrıca su 

baskınlarına karĢı dayanıklı olması domuz 

ayrığı bitkisinin üstün özellikleri arasında 

sayılabilir (Hannaway et al. 1999, Serin ve 

Tan 1998). 

Domuz ayrığı ıslah çalıĢmalarında, 

moleküler ıslah yöntemlerinin yüksek 

düzeyde kullanılabilmesi için, etkin bir in 

vitro rejenerasyon sistemine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Doku kültürü çalıĢmalarında  

en fazla kullanılan eksplant tipi 

olgunlaĢmamıĢ embriyo (Arzani and 

Mirodjagh, 1999) olmakla beraber, domuz 

ayrığında anter (Christensen et al. 1997), 

yaprak (Kuklin and Conger 1995, 

Tomaszewskiz   et  al.  1994,  Somleva et al. 

1993, Horn et al. 1988) ve tohum 

(Eunkyung et al. 2002, Sanghoon et al. 

2004, Hyoshin et al. 2000) gibi değiĢik bitki 

eksplantları kullanılmıĢtır. Tüm bu 

çalıĢmalarda domuz ayrığı varyeteleri 

arasındaki kallus oluĢum oranı, 

rejenerasyon etkinliği (Kiyong et al. 2003, 

Eunkyung et al. 2002), bitki büyüme 

düzenleyicilerinin ve antioksidanların kallus 
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oluĢumu ve rejenerasyon üzerine etkisi 

(Kiwon et al. 2005, Sanghoon et al. 2004, 

Balan et al. 2001), antisitokininlerin etkisi 

(Somleva et al. 1995), bakırın rejenerasyon 

üzerine etkisi (Hyoshin et al. 2000) 

araĢtırılmıĢtır.  

Eksplant kaynağı olarak kullanılan 

olgunlaĢmamıĢ embriyoların, daha uzun 

süre ve daha fazla finansman gerektirmesi 

sistemin etkinliğini sınırlandırmaktadır. Bu 

nedenle alternatif bir eksplant kaynağı 

olarak olgun embriyo kullanımının daha 

avantajlı olduğu düĢünülmektedir. Olgun 

embriyoların kaynağı olan tohumlar 

kolaylıkla temin edilebildikleri ve 

depolanabildikleri için yılın her döneminde 

çalıĢma olanağı sağlamaktadırlar (Birsin ve 

Özgen 2004). 

Bu çalıĢmamızın amacı eksplant kaynağı 

olarak olgun domuz ayrığı embriyolarından 

etkin bir kallus oluĢumu ve bitki 

rejenerasyon sistemi geliĢtirmektir. Bu 

amaçla çalıĢmada, farklı bitki büyüme 

düzenleyicilerinin ve dozlarının, farklı 

domuz ayrığı genotiplerinin kallus oluĢumu 

ve bitki rejenerasyonu üzerine etkileri 

araĢtırılmıĢtır.  

 

Materyal ve Yöntem 

 

Bitki Materyali 

AraĢtırma, Atatürk Üniversitesi Ziraat 

Fakültesi Tarla Bitkileri Bölümü Bitki 

Moleküler Genetiği Laboratuvarında 

yürütülmüĢtür. ÇalıĢmada domuz ayrığı 

bitkisine ait iki yabani ekotip (Oltu, Ulubağ) 

ve iki çeĢit (ABD Islah, Amba) 

kullanılmıĢtır. Oltu ve Ulubağ ekotipleri 

Erzurum yöresinde doğal olarak yetiĢen 

yabani domuz ayrığı bitkileri olup, daha 

önce yapılan bir çalıĢma kapsamında 

toplanmıĢ ve çoğaltılmıĢtır (Tosun ve 

Sağsöz, 1994).  ABD Islah çeĢidi bölüm 

stoklarından, Amba çeĢidi ise Çim Teknik 

firmasından temin edilmiĢtir. 

  

Besi Ortamı 

Domuz ayrığı bitkisinin tohumları % 

70’lik alkol ile (EtOH) 5 dakika ve % 20’lik 

çamaĢır suyu ile 15 dakika yüzey 

sterilizasyonundan sonra steril saf su ile 3 

kez durulama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. 

Kallus oluĢumu için embriyolar phytagel  (2 

g/l) içeren MS (Murashige and Skoog 1962) 

ortamında 2 farklı oksin tipinin (dicamba ve 

picloram) 3 farklı konsantrasyonunda (1,5 

mg/l, 2,0 mg/l, 2,5 mg/l) denemeye 

alınmıĢlardır. Ayrıca kullanılan ortama 

MES (1,95 g/l), L-glutamine (0,250 g/l), 

kazein hidrolizat (0,05 g/l), askorbik asit 

(100 mg/l) ve farklı konsantrasyonlarda 

(20-30 g/l) karbonhidrat kaynağı olarak 

sukroz ilave edilmiĢtir. Ortamın pH’sı 5,8’e 

ayarlandıktan sonra 20 dakika süreyle 

121 °C’de 105 kPa’da otoklavda 

sterilizasyon yapılmıĢtır. Embriyolar stereo 

mikroskop altında tohumdan izole 

edildikten sonra MS besin ortamına 

aktarılmıĢlardır. Olgun embriyolar 25 °C’de 

karanlık ortamda 4 hafta süreyle 

bekletildikten sonra yine aynı ortama alt 

kültüre alınmıĢlardır. Bu süre içerisinde 

kallus geliĢimi periyodik olarak gözlem ve 

kontrollere tabi tutulmuĢtur. 8 hafta sonra 

farklı geliĢim aĢamalarında olan kallus 

dokuları rejenerasyon ortamına aktarılmıĢtır. 

Rejenerasyon ortamı olarak modifiye 

edilmiĢ (0,2 mg/l 2,4-D; 1,96 g/l MES; 20 

g/l sukroz ve 2 g/l phytagel) MS ortamı 

kullanılmıĢtır. Rejenerasyon ortamına 

aktarılan kalluslar 16 saat ıĢık 8 saat 

karanlık Ģartlarda 25 °C’de 4 hafta süreyle 

bekletilmiĢlerdir. Bu süre sonunda sürgün 

oluĢturan bitkiler yine rejenerasyon ortamı 

içeren kültür tüplerine aktarılmıĢlardır. 

 

Verilerin İstatistiksel Analizi 

Deneme, Tam ġansa Bağlı Deneme 

Desenine göre 4 tekerrürlü olarak 

kurulmuĢtur. Her bir petri kabına 30 adet 

embriyo yerleĢtirilerek toplam 5760 adet 

tohum kullanılmıĢtır. Ġlk 60 günlük süre 

içerisinde kallus oluĢum aĢamalarına göre 

kayıtlar alınmıĢtır. Elde edilen kallus sayısı 

ortama konulan toplam tohum sayısına 

oranlanarak eksplant baĢına kallus oluĢum 

oranı hesaplanmıĢtır. Rejenerasyon sonunda 

oluĢan bitkicikler sayılarak, uygulama 

baĢına toplam bitki sayısı hesaplanmıĢtır. 

Elde edilen veriler SPSS istatistik paket 

programı kullanılarak varyans analizine tabi 

tutulmuĢ ve uygulamalar Duncan çoklu 

karĢılaĢtırma testi ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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Bulgular 

 

Kallus Oluşumu 

Eksplantlar ortama konulduktan yaklaĢık 

2-3 gün sonra kalluslar oluĢmaya baĢlamıĢ 

ve 30 gün boyunca bu ortamda tutularak 

geliĢmeleri sağlanmıĢtır (ġekil-1A). Diğer 

taraftan eksplantlar ortama konulduktan 

yaklaĢık 15 gün sonra somatik embriyolar 

oluĢmaya baĢlamıĢtır (ġekil- 1B). 

Kallus oluĢumu genotiplere göre 

değiĢim göstermiĢ, ancak aralarındaki 

farklılıklar önemsiz olmuĢtur. En yüksek 

ortalama kallus oluĢum oranı % 81,39 ile 

Amba çeĢidinden elde edilmiĢtir. Bunu 

sırasıyla Oltu ekotipi (% 78,33), ABD Islah 

çeĢidi (% 78,27) ve Ulubağ (% 75.49) 

ekotipi izlemiĢtir (Çizelge 1). Diğer taraftan 

kallus oluĢum oranı üzerine Ģeker 

miktarlarının etkisi de önemsiz olmuĢ ve 30 

g/l sukroz seviyesinin (% 79,41) 20 g/l’lik 

Ģeker seviyesine göre (% 77,33) daha 

yüksek oranda kallus oluĢumuna neden 

olduğu belirlenmiĢtir (Çizelge 1).  

 
Çizelge 1. Farklı Ģeker seviyeleri, oksin tipleri ve dozlarında genotiplerin eksplant sayısına göre kallus 

oluĢumu (%). 
Oksin  

tipi  

Doz 

(mg/l) 

Ulubağ Oltu Amba ABD Islah Ortalama 

20 g/l 30 g/l 20 g/l 30 g/l 20 g/l 30 g/l 20 g/l 30 g/l Oksin 

dozu 

Oksin 

tipi 

Pikloram 1,5 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 

2,5 76,67 72,50 81,67 81,67 77,50 81,67 77,50 86,67 79,48 

Dikamba 1,5 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 

2,5 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 

ġeker ort. 20 g/l: 77,33                 30 g/l: 79,41 

 

Oksin tipleri yönünden değerlendirme 

yapıldığında ve ortalama değerler dikkate 

alındığında kallus oluĢum oranı bakımından 

pikloramın (% 80,42) dikambadan (% 76,32) 

daha üstün olduğu saptanmıĢ, ancak oksin 

tipleri arasındaki farklılık önemsiz olmuĢtur. 

Ayrıca araĢtırmada kullanılan pikloramın 

1,5; 2,0 ve 2,5 mg/l’lik dozlarında kallus 

oluĢum oranları sırasıyla % 77,40, % 

84,38, % 79,48 olarak belirlenmiĢ, 

dikambanın aynı dozlarında ise bu oranlar 

sırasıyla % 81,77, % 73,65, % 73,54 olarak 

tespit edilmiĢtir.  

Oksin dozları arasındaki farklılıklar 

istatistiksel olarak önemsiz bulunmuĢtur. 

Diğer taraftan tüm faktörler dikkate alınarak  

değerlendirme yapıldığında en yüksek 

kallus oluĢum oranı (% 91,67) ABD Islah 

çeĢidinde 20 g/l sukroz seviyesinde 

pikloramın 2 mg/l’lik dozundan ve 30 g/l 

sukroz seviyesinde pikloramın 1,5 mg/l’lik 

dozundan elde edilmiĢtir. 

 

Bitki Rejenerasyonu 

Kalluslar rejenerasyon ortamına 

aktarıldıktan sonra bir ay süreyle petri 

kutularında tutulmuĢlar ve bu ortamda kök 

ve sürgün oluĢumları sağlanmıĢtır   (ġekil- 

1C). Daha sonra rejenere olan bitkicikler 

test tüplerine alınmıĢ ve bir ay süreyle 

geliĢmeye bırakılmıĢlardır (ġekil-1D).  

 
 

Çizelge 2. Farklı oksin tipleri ve dozlarında genotiplerden elde edilen rejenere bitki sayısı 

Oksin tipi Doz 

Genotip 
Ortalama 

oksin dozu 

Ortalama 

oksin tipi Ulubağ Oltu Amba ABD Islah 

Pikloram 

1.5 1 2 2 3 2,00 

1,83 2.0 0 1 6 0 1,75 

2.5 3 1 3 0 1,75 

Dikamba 

1.5 1 1 1 4 1,75 

1,42 2.0 0 0 0 1 0,25 

2.5 0 0 8 1 2,25 

Ortalamalar  0,83c** 0,83c 3,33a 1,50b   
   **: Aynı satırda farklı harfle gösterilen ortalamalar arasındaki farklar çok önemlidir (p<0,01). 
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Rejenere olan bitki sayısı genotiplere 

göre değiĢmiĢ ve aralarındaki farklılıklar 

çok önemli (p<0,01) bulunmuĢtur. Ortalama 

rejenere bitki sayısı dikkate alındığında en 

yüksek rejenere bitki sayısı 3,33 adet ile 

Amba çeĢidinden elde edilmiĢ, bunu 1,50 

adet bitki ile ABD Islah çeĢidi izlemiĢtir. 

Oltu ve Ulubağ ekotiplerinde ise toplam 

0,83’er adet bitki oluĢtuğu belirlenmiĢtir 

(Çizelge 2). 

Oksin tipleri yönünden değerlendirme 

yapıldığında rejenere bitki sayısı 

bakımından ortalama değerler dikkate 

alındığında pikloramın (1,83 adet) 

dikambadan (1,42 adet) daha üstün olduğu 

saptanmıĢ ve oksin tipleri arasındaki 

farklılık çok önemli (p<0,01) olmuĢtur.  

 

 
 
ġekil 1- A) Domuz ayrığı bitkisinden olgun embriyo kullanarak kallus oluĢumu,   B) Kallus üzerinde 

somatik embriyo oluĢumu,   C) In-vitro bitkicik rejenerasyonu,    D) Test tüpü içerisinde rejenere 

olmuĢ domuz ayrığı bitkisi,  

 

Ayrıca araĢtırmada kullanılan 

pikloramın 1,5; 2,0 ve 2,5 mg/l’lik 

dozlarında ortalama rejenere olan bitki 

sayısı sırasıyla 2,00, 1,75  ve 1,75 adet 

olarak belirlenmiĢ, dikambanın aynı 

dozlarında ise bu değerler sırasıyla 1,75, 

0,25 ve 2,25 adet olarak tespit edilmiĢtir.  

Oksin dozları arasındaki farklılıklar 

istatistiksel olarak çok önemli  (p<0,01) 

bulunmuĢtur (Çizelge 3). Oksin dozlarına 
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göre bitki sayısı en yüksek  (2 adet bitki) 

oksinin 2,5 mg/l dozunda belirlenmiĢ, bunu 

1,5 mg/l’lik dozu (1,88 adet bitki) ve 2,0 

mg/l’lik dozu (1,00) izlemiĢtir. 
 

Çizelge 3. Farklı oksin dozlarında,  

genotiplerden elde edilen ortalama rejenere 

bitki sayısı. 

Oksin dozları Ortalamalar 

1,5  1,88b** 

2,0                1,00c 

2,5                2,00a 

**:Aynı sütunda farklı harfle gösterilen ortalamalar 

arasındaki farklar çok önemlidir (p<0,01). 

 

Tüm uygulamalar dikkate alındığında en 

fazla rejenere bitki sayısının 8 adet ile 

Amba çeĢidinden, dikambanın 2,5 mg/l 

dozundan elde edildiği görülmektedir.  

 

TartıĢma  

 

Buğdaygiller rejenerasyon bakımından 

inatçı türler olarak bilinmekle birlikte ( Lu 

and Vasil, 1981; Cutler et al. 2007), doku 

kültürü ortamının bileĢiminde (Fennel et al.  

1996), eksplant kaynağı (Redway et al. 

1990), genotipte (Hyoshin et al. 1998; Liu 

et al. 2004) değiĢiklikler yapılarak sorunlar 

aĢılabilmektedir.  

Bu araĢtırmada kallus oluĢumu 

genotiplere göre değiĢmekle birlikte 

genotipler arasındaki farklılıkta önemsiz 

olmuĢtur. Buna karĢın bitki rejenerasyonu 

üzerine genotipin etkisi çok önemli 

olmuĢtur. Aynı Ģekilde domuz ayrığı 

üzerinde daha önce yapılan çalıĢmalarda da 

genotipin hem kallus hem de rejenerasyon 

üzerinde etkili olduğu belirlenmiĢtir 

(Eunkyung et al. 2002; Sanghoon et al. 

2006; Hyoshin et al. 1998; Lee et al. 2005; 

Kiyong et al. 1998). Genotiplerin doku 

kültürüne tepkilerinin farklı olması, kallus 

oluĢumu ve rejenerasyonun çekirdekteki 

veya sitoplazmadaki genler tarafından 

kontrol edilebileceğini göstermektedir 

(Peng and Hodges, 1989). 

Denemede hormon çeĢitlerinin ve 

dozlarının kallus oluĢumu üzerine önemli 

bir etkisi bulunmamasına karĢın bitki 

rejenerasyonu üzerine etkileri çok önemli 

olmuĢtur. Bitki büyüme düzenleyicileri in 

vitro çalıĢmalarda belirleyici rol 

oynamaktadır. Buğdaygillerde diğer oksin 

tipleri yanında, pikloramın ve dikambanın 

etkili oldukları belirlenmiĢtir (Zhong et al. 

1991). Bu araĢtırmada bitki rejenerasyonu 

üzerine pikloramın dikambadan daha etkili    

olduğu belirlenmiĢtir. Buna karĢın domuz 

ayrığında eksplant kaynağı olarak tohumun 

kullanıldığı bazı çalıĢmalarda ise en iyi 

sonuç dikambanın 3 mg/l’lik dozundan elde 

edilmiĢtir (Hyoshin et al. 1998;  Kiyong et 

al. 1998). Bulgular arasındaki bu farklılık 

araĢtırmada kullanılan genotiplerin farklı 

olmasından kaynaklanabilir.  

 

Sonuç 

 

Uygulamaların kallus oluĢum oranı 

üzerine etkisi önemsiz olmasına karĢın, 

bitki rejenerasyonu üzerine etkisi çok 

önemli olmuĢtur. Bitki rejenerasyonu 

genotiplere, hormon tiplerine ve hormon 

dozlarına göre değiĢim göstermiĢtir. Bu 

çalıĢmadan elde edilen sonuçlara göre 

domuz ayrığında bitki rejenerasyonu için 

pikloramın 1,5 mg/l’lik dozu önerilebilir. 

1,5 mg/l pikloram dozu denenen tüm 

genotiplerde sonuç vermiĢtir. Fakat 2,5 

mg/l’lik uygulama sadece bir genotipte 

yüksek sonuç verirken diğerlerinde hiç veya 

az sayıda rejenerasyon sağlamıĢtır. Bu 

açıdan 1,5 mg/l’lik doz uygulaması, 

genotipe daha az bağlı olduğu için 

önerilmiĢtir. Ancak araĢtırmada elde edilen 

rejenere bitki sayısının yetersiz olduğu 

düĢünülmekte, bu nedenle farklı oksin 

tipleri ve dozlarının ayrı ayrı veya kombine 

halde denenmelerinin yararlı olacağı 

önerilmektedir. 
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