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Ozet: Bu calismada, 6 farkli adi yalancidari (Paspalum dilatatum Poir.) ekotipinden alinan geng salkim segmentlerinin farkl kon-
santrasyonlarda (2, 4, 6, 8, ve 10 mg/l) 2,4-D iceren MS ortaminda Kkallus indiiksiyonu ve bitki rejenerasyon potansiyelleri incelen-
migtir.

Arastirma sonuclart, kallus indiksiyon orani, kallus agirhgr ve bitki rejenerasyonunun ekotiplere ve 2,4-D konsantrasyonlarina bagl
olarak degistidini ortaya koymustur. Ekotiplere bagl olarak kallus indiksiyon orani % 17.5 ile % 65.0, petri kutusu basina kallus
agirhgi 75.25 ile 365.1 mg ve salkim segmenti basina gerceklesen rejenerat sayisi 0.263 ile 1.612 arasinda degismistir. En ylksek
Kallus indiksiyon orani, kallus agirhigi ve bitki rejenerasyonu 6 mg/l 2,4-D konsantrasyonundan saglanmistir.

Effects of Genotype and Concentration of 2,4-D on Callus Induction and Plant Regeneration
from Young inflorescences of Dallisgrass (Paspalum dilatatum Poir)

Abstract: This study was conducted to determine the effects of genotype and 2,4-D concentrations on the callus induction and plant
regeneration from young inflorescences of dallisgrass (Paspalum dilatatum Poir).

Segments of young inflorescences from six different ecotypes of dallisgrass were cultured on MS-medium containing different con-
centrations of 2,4-D ( 2, 4, 6, 8 and 10 mg/l). The results of the study showed that the ecotypes were significantly different in cal-
lus induction ratio, callus weight per petri dish and plant regeneration from the young inflorescences. With respect to the ecotypes,
callus induction ratio varied from 17.5 % to 65 %, callus weight from 75.25 to 365.1 mg/petri dish and number of regenerates
per inflorescence segment from 0.775 to 1.612. The callus induction ratio, callus weight and regeneration ratio were also signifi-
cantly influenced by the 2,4-D concentrations. The segments cultured on the MS medium containing 6 mg/l of 2,4-D gave the high-
est values of callus induction ratio (74 %), callus weight (369.3 mg/petri dish) and regeneration ratio (2.094 regenerates per seg-

ment).

Giris

Paspalum L. cinsine giren yaklasik 400 tur vardir.
Bunlarin anavatani Brezilya, Arjantin, Kiba, Uruguay,
Paraguay gibi Glney Amerika Ulkeleridir. Bu tirlerden
sadece bir kagci kiltire alinmis olup, iklimi sicak olan yer-
lerde yetistirilmektedir. Adi yalanci dar1 (Paspalum dilata-
tum Poir.) dik blylyen ve yumak meydana getiren ve
Paspalum turleri icinde kisa en dayanikli olan bitkidir. Esas
Kullanis yeri mera tesisi olup, silo yemi olarak da
degerlendirilir. Bol miktarda tohum olusturmasina
ragmen tohumun ¢imlenme gict ¢cok disuktir (1).

Adi yalancidari bitkisinin apomiktik Ureme biyolgjisine
sahip olmasi bitkinin arzu edilmeyen karakterlerinin klasik
islah yontemleri ile 1slahini glclestirmektedir.

Son yillarda bu bitkilerde in vitro kultlr tekniklerinin
uygulanmasi ile 1slah sirecinin kisaltilabilmesi igin ulus-
lararasi alanda buytk ¢abalar harcanmaktadir. Bugdaygil
yembitkileri 1slahinda in vitro kiltur tekniklerinin; ¢zellik-
le varyasyon meydana getirilmesi, arzu edilen varyantlarin
secilmesi ve Dbu varyantlarin hizli bir gsekilde
cogaltiimasinda Kkullanilabilecedi Uzerinde durulmaktadir
(2). Bugdaygil yembitkilerinde in vitro kulttr
tekniklerinin uygulanmasina yonelik arastirmalar 1950li
yillarda baslamis olmasina karsilik, 1970’li yillara kadar
énemli bir basari elde edilememistir (3). Ozellikle 1980'li
yillarda farklilasmamis meristem hicrelerini iceren doku
ve organlarin in vitro Kkultirde eksplantat olarak
kullanilmasi ve besi ortamlarina farkl buylmeyi dizen-
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leyicilerin ilave edilmesi ile blyUk gelismeler saglanmistir.
Bugline kadar sirdirilen arastirmalarda 50 den fazla
bugdaygil yembitkisi tird icin uygun eksplantat-kallus-
rejenerat sistemi gelistirilmistir (2,3). Bu tlrler arasinda
Paspalum cinsine ait tlrler de bulunmaktadir. Nitekim,
Paspalum dilatatum P. bitkisinin gen¢ salkimlarindan elde
edilen embriyogenik Kkalluslardan suspansiyon Kkultlr-
lerinin olusturuldugu ve bu stispansiyon kiltirlerden izole
edilen protoplastlardan bitki rejenerasyonunun gercek-
lestirildigi bildirilmektedir (4). Elde edilen bu basarili
sonuglara karsilik, diger bugdaygil yembitkilerinde oldugu
gibi Paspalum dilatatum P. bitkisinde de bir¢ok problem
mevcuttur. Her seyden 6nce , bir tlrin farkl genotipleri
in vitro Kuiltlrde farkli sonuglar vermekte ve bir genotip
icin uygun oldugu saptanan kultir kosullari diger bir
genotipte ayni derecede basarili olamamaktadir (5-7).

Bu arastirmada; énemli bir yembitkisi olan Paspalum
dilatatum P. bitkisinin genc¢ salkimlarinin in vitro kultlrde
eksplantat olarak Kullanilarak, rejenere olabilir kallus
kilturlerinin elde edilmesi ile in vitro Kiltlrden yararlan-
ma imkanlart amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Arastirmada materyal olarak; Cukurova Universitesi
Kampisu ve Hatay ili dogal meralarindan toplanarak Klon
halinde saksilara sasirtilan 6 farkli adi yalancidari
(Paspalum dilatatum Poir.) ekotipi kullanilmistir.

Dogal mera alanlarindan toplanan ve klon halinde
saksilara sasirtilan 6 farkll adi yalancidart ekotipi klon
halinde toplanarak doku Kkultird arastirmalarinda
kullaniimak tzere, 2 kisim tarla topragt: 1 kisim kum: 1
kisim ciftlik gibresi karisimi doldurulan, 13x13x13 c¢m
boyutlarindaki saksilara sasirtiimistir. Bitkiler, arastirma
boyunca haftada bir kez %8 N+ %8 PO, iceren sivi
gubre soltsyonunun %1’ lik ¢ozeltisi ile gibrelenmis ve
yeterince sulanarak sera kosullarinda yetistirilmistir.

Saksllara sasirtilan donor bitkilerde bayrak yapragi
goérinme safhasinda olan surginler kesilerek dis yaprak-
lar1 uzaklastirilmigtir. Bu slrgunler, icerisinde bir miktar
su bulunan agzi kapakli cam siselere yerlestirilerek, bir
gece +4 °C'de muhafaza edilmistir. Soguk uygulanan
strgunler steril kabin igerisinde 6nce % 96’ lik alkol ile 2
dakika, daha sonrada % 10’luk sodyum hipoklorit
¢Ozeltisinde 10 dakika slre ile sterilize edilmigstir.
Sterilizasyon isleminden sonra slrgunler 4 kez steril des-
tile su ile yikanmistir. Sterilize edilen sirginlerden
binokiler altinda 5-20 mm boyundaki gen¢ salkimlar
cikartilip, 5 mm’den buyuk salkimlar skalpel yardimiyla
S’'er mm’lik segmentlere ayriimistir. Daha sonra, her
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salkim 60x15 mm boyutlarindaki steril petri kutusu igin-
deki kati kallus indiiksiyon ortami Uzerine yerlestirilmistir.
Kallus indUksiyon ortami olarak, 2,4-D (2,4-dichloro phe-
noxiasetikasit)’ nin 5 farkli konsantrasyonu (2,4 ,6, 8
ve 10 mg/l) ilave dilmis ve 10 g/l agar ile katilastiriimis
Murashige ve Skoog (8) besi ortami (MS) kullanilmistir.
Petri kutularinin kenarlari parafilm ile kapatildiktan sonra
iklim dolabinda 25 °C’ de karanlik kosullarda inkiibe edil-
mistir.

Aragtirma; tesadUf parsellerinde bolinmus parseller
deneme desenine uygun olarak planlanmigtir. Ana parsel-
leri; ekotipler, alt parselleri ise 2,4-D konsantrasyonlari
olusturmustur. Arastirmada; igerisinde dort adet salkim
segmenti kiltur edilen bir petri kutusu bir deneme Unite-
si olarak kabul edilmis ve her ekotip X 2,4-D konsan-
tarsyonu kombinasyonu dort petri kutusu ile temsil edil-
migstir.

8 Haftalik bir inkubasyon stresi sonunda, her petri
kutusu icerisinde olusan kalluslar tartilarak, bitki rejen-
erasyonu icin oksin (2,4-D) icermeyen MS ortamina
aktariimistir. Kiltarler, 10-15 gun sure ile kallus induk-
siyon kosullarinda muhafaza edildikten sonra, 25 °C
sicaklik, 2000 lix aydinlatma ve 16/8 saat gundlz-gece
ritmi kosullarinin saglandigi iklim odasina yerlestirilmistir.

Petri kutulari icerisinde koklu bitkicikler olustuktan
sonra, her petri kutusu icerisinde olusan bitkicikler
kaydedilmistir. Sayimi yapilan bitkicikler, icerisinde 30 ml
gelisme ortami bulunan 12,5x5 cm cam tiplere
aktarilmistir. Gelisme ortami; 1/2 MS, 20 g/l Sakkaroz ve
10 g/l agardan olusmustur. Cam tupler, 25 °C sicaklik,
2000 lux aydinlatma ve 16/8 saat gindlz-gece ritmi
kosullarinda muhafaza edilmistir. Gelisme tiplerindeki
bitkicikler 8-10 cm boylandiginda 7x7x8 cm saksilara
sasirtilmistir. Saksilara sasirtilan bitkiler bir hafta stre ile
plastik ortu altinda muhafaza edilerek, ortama adaptasy-
onlari saglanmigtir.

Saksllarda normal gelismesini surdiren bitkiciklerin
orjjinal donor bitkilerden herhangi bir sapma gésterip,
gostermedikleri  yapilan  fenotipik  go&zlemlerle
saptanmigtir.

Arastirmadan elde edilen veriler; dort tekrarlamali
tesaduf parsellerinde bolinmis parseller deneme dese-
nine uygun olarak, Little ve Hills (9 ) tarafindan aciklanan
ybénteme gore varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans
analizi uygulanmadan &nce, Kkallus indiksiyon orani
degerlerine Arcsin Vx transformasyonu uygulanmistir.
Varyans analizi sonucu 6nemli ¢ikan ekotip ortalamalari ve
oksin konsantrasyon ortalamalari Duncan testine gore
gruplandiriimigtir.



Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Geng¢ Salkimlardan Kallus Olusumu ve Bitki
Rejenerasyonu

Kultlr baglangicindan bir hafta sonra Kkultirlerde
yapilan gdzlemlerde; salkim segmentlerinde hafif bir
kararmanin oldugu, cicek organlarinda herhangi bir
degisimin olmadigi goérilmustir. 15. glnde kararma
gosteren salkim segmentlerinin kesilme yerlerinde, salkim
eksenlerinde ve basakgiklarda sisme oldugu, 30. glnde
yapilan goézlemlerde; cicek segmentlerinin, basakgciklarin
uzama gosterdigi ve cicek primordialarinin belirgin bir
sekilde sigkinlestigi izlenmistir. Ayrica bazi segmentlerin
kesim yerlerinde ve basak¢iklarin salkim eksenine
baglanma yerlerinde kallus olusumu gézlenmistir .

Kultdr baglangicindan alti hafta sonra olusan kalluslar-
da belirgin bir blyimenin oldugu goérilmuistir. Sekiz haf-
talik kultur sureci sonunda, kulttrlerde hem beyaz renkli
ve sulu kallus (embriyogenik olmayan), hem de siki yapili
embriyogenik kallusun olustugu ve embriyoidlerin belir-
ginlestigi gozlenmistir (sekil 1). Bovo ve Mroginski (10)°
In ayni bitkinin geng salkim segmentlerinden olusan kallus
indiksiyonu ile ilgili g6zlemlerini desteklemektedir.
Ancak, Akashi ve Adachi (4)'nin ayni bitkinin geng
salkimlarinin in-vitro Kkultirtnde yalnizca embriyogenik
kallusun olustugunu bildirmektedirler. Bu duruma neden
olarak, Bregitzer (12)’ nin de bildirdigi gibi aragtirmalar-
da kullanilan genotiplerin farkliigi gosterilebilir.

Kultarler, kultlr baslangicindan 8 hafta sonra indik-
siyon ortamindan rejenerasyon ortamina aktarilacak hale
gelmistir. Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslardan
karanlik kosullarda 10-15 gln i¢inde rejenerasyon
gerc¢eklesmistir. Rejenerasyon ortaminda olusan strgun-
lerde 1sikll ortamda 3-4 gln icinde yesil renk olusumu
gozlenmistir. 3 haftalik siire¢ sonunda, Kiltirler yaklasik
olarak 10 mm boylanmistir (sekil 2). Gelisme ortamina
aktarilan bitkicikler ¢ haftalik klltir sonunda saksiya
sasirtilabilecek bulyUkluge erismistir (sekil 3). Saksilara
sasirtilan bitkiler bir hafta sire ile serada plastik ortl
altinda birakilarak ortama adaptasyonlari saglanmistir.
Bununla birlikte bazi rejeneratlar ¢lmuslerdir. Daha sonra
sera kosullarinda bitkicikler giimrah bir gelisme goster-
erek bol miktarda kardeslenmislerdir.

Ekotipin Kallus Indiiksiyonu, Kallus Agirligi ve
Rejenerasyon Oranina Etkisi

Aragtirma bulgulari, kullanilan farkli adi yalancidari
ekotiplerinin kallus induksiyon oranlarina, kallus agirligina
ve rejenerasyon oranina etkilerinin énemli derecede farkli
oldugunu goéstermistir (Tablo 1).

E. CAN, N. CELIKTAS, R. HATIPOGLU

Tablo 1 incelendiginde, ekotiplere bagli olarak ortala-
ma kallus olusum oraninin % 17.5 ile % 65.0 arasinda
degistigi gorulmektedir. 6 numarali ekotip, en ylksek
kallus olusum orani gosteren ekotip olup, 1, 4, 3 ve 2
numarall ekotipler de 6 no’lu ekotip ile istatistiki olarak
farkli olmayan kallus olusum oranlari géstermistir. 5 no’lu

ekotip en dusuk kallus olusum orani gostermistir.

Arastirmada ortaya ¢ikan farkli adi yalancidari ekotip-
lerinin farkli kallus indiiksiyon oranlart gostermesi ile ilgili
bulgularimiz, Akashi ve Adachi (13)" nin ayni bitki ile
Akashi ve Adachi (14)nin Paspalum notatum olgun
tohumlariyla ve Gland ve Hatipoglu (15)'nun Hyparrhenia
hirta L bitkisinin gen¢ salkimlari ile surdirdikleri
arastirma bulgularina benzerlik gostermektedir.

Ekotiplere bagli olarak ortalama kallus agirlidinin
75.25 ile 365.1 mg/petri kutusu arasinda degistigi
gorilmektedir. En ylksek kallus agirhgdr kallus indiksiyon
oraninda oldugu gibi 6 numarali ekotipde olusurken, 1, 2,
3 ve 4 numarall ekotipler 6 no’'lu ekotipden istatistiki
olarak farkli olmayan ortalama kallus agirhgi meydana
getirmiglerdir. 5 no’lu ekotip kallus agirligr bakimindan da

en distk olmustur.

Aragtirmada, farkli adi yalancidari ekotiplerinin farkli
kallus agirh@i gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Gland ve
Hatipoglu (15), Hatipoglu ve ark. (16), Can ve ark. (17)’
nin muhtelif bugdaygillerin gen¢ c¢icek salkimlariyla
surdurdikleri arastirmalarinda elde ettikleri arastirma
bulgularini desteklemektedir. Diger taraftan, ekotiplerin
ortalama Kkallus indlksiyon orani ile ortalama kallus
agirliklart incelendiginde; genellikle yuksek kallus indUk-
siyon orani gosteren ekotiplerin yiksek kallus agirligt gos-
terdigi ortaya ¢ikmaktadir. Yani, salkim segmentlerinden
olusan kallusun biyume hizi ekotiplere baglt olarak 6nem-
li derecede degismemis, ekotiplerin Kkallus agirhgi
acisindan gosterdigi farklilik; ekotiplerin kallus indiksiyon
oranlarindaki farkliliktan ileri gelmistir. Bu bulgularimiz,
Hatipoglu ve ark. (16)’ nin bulgularini desteklemektedir.

Ayni tabloda; ekotiplere bagli olarak ortalama rejen-
erasyon oraninin 0.263 ile 1.612 arasinda degistigi
gorilmektedir. 6 numarall ekotip ortalama 1.612 rejen-
erasyon oranl ile kallus olusum orani ve kallus agirliginda
oldugu gibi en yuksek degeri gosterirken 1, 2, 3 ve 4
numarall ekotipler 6 no’lu ekotipden istatistiki olarak
farkli olmayan ortalama rejenerasyon orani meydana
getirmiglerdir. Rejenerasyon orani bakimindan da seg-
ment basina en disik rejenerat 5 no'lu ekotipde ortaya
cikmustir. Bu sonuglar, Molenaar ve ark. (18), Lorz ve ark.
(19) ve Akashi ve Adachi (20)'nin muhtelif bugdaygillerle
surdurdukleri arastirma bulgularina benzerlik gostermek-
tedir.
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Ekotip No Kallus Olugum Kallus Agirhgi Rejenerasyon Orani Tablo 1. Farkli Adi Yalancidarl
Orani (%) (mg/petri kutusu) (rejenerat/segment) ]En Z?Lz\{eygr;deoz:fgi]ma i::tz
Agirhg ve Rejenerasyon
f 56.2 a 235.8 A 0.775 ab* Oranlart
2 42.5 ab 217.3 ab 1.138 ab
3 48.8 ab 243.1 a 1.212a
4 55.0 a 276.9 a 0.900 ab
5 17.5b 75.25 b 0.263 b
6 65.0 a 365.1 a 1.612a
Ortalama 47.5 235.5 0.983
*Ayni situn icinde benzer harfle gésterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0,05 hata sinirlari
icinde istatistiksel olarak farkli degildir.
Konsantrasyonlar Kallus Olusum Kallus Agirligi Rejenerasyon Orani Tablo 2. Farkli 2.4-D Konsantrasyon-
larinin - Adi Yalancidari Geng
Orani (%) (mg/petri kutusu) (rejenerat/segment) Salkimlarndan Ortalama Kallus
Olusum Oranina, Kallus Agirhg
2 mg/l 33.3 be 179.3 be 0.448 c* ve Rejenerasyon Oranina Etkisi.
4 mg/l 54.2 ab 266.5 ab 1.323 b
6 mg/l 74.0 a 369.3 a 2.094 a
8 mgl/l 52.1 ab 246.0 abc 0.885 bc
10 mg/l 24.0¢c 116.7 ¢ 0.168 ¢
Ortalama 47.5 235.5 0.983

*Ayni sttun icinde benzer harfle gésterilen ortalamalar Duncan testine gére p<0,05 hata sinirlari

icinde istatistiksel olarak farkli degildir.

Arastirmamizda ekotiplere bagl olarak rejenerasyon
oraninin 0.263-1.612 arasinda degismesine neden
olarak; ekotiplerin genetik farklligi g0sterilebilir.
Nitekim, bu goéruslerimizi; Hatipoglu, (21)" nun ayni tir
icerisindeki farkli genotiplerin in-vitro Kultlrde farkli
reaksiyon gostermesinin , stz konusu genotiplerin
genetik yapilarindan kaynaklandidi, in vitro kilturde reak-
siyonun genlerin Kkontroli altinda oldugu seklindeki
goruslerini desteklemektedir.

2,4-D Konsantrasyonlarinin Kallus Indiiksiyonu,
Kallus Agirligi ve Rejenerasyon Oranina Etkisi

Arastirma bulgulari, kullanilan 2,4-D konsantrasyon-
larinin kallus olusum oranina, kallus agirligina ve rejen-
erasyon oranina etkilerinin 6nemli derecede farkli
oldugunu goéstermistir (Tablo 2).
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En ylksek ortalama kallus olusum orani (% 74.0) ve
kallus agirhgr (369.3 mg/l) 6 mg/I'lik 2,4-D konsantrasy-
onundan saglanmistir. Ancak, 4 ve 8 mg/l ‘lik 2,4-D kon-
santrasyonundan istatistiksel olarak farksiz olmustur.
2,4-D Kkonsantrasyonu 6 mg/l' den itibaren arttik¢a ve
azaldik¢a, ortalama kallus olusum orani ve petri basina
kallus agiriginda bir azalma egiliminin ortaya ¢iktigi sap-
tanmistir.  Arastirmada saptanan bu bulgular; adi
yalancidari bitkisinin gen¢ salkimlarindan kallus olustur-
mada optimum 2,4-D konsantrasyonunun 6 mg/I|
oldugunu gostermektedir.

Arastirmada kallus indiksiyon oraninin 2,4-D kon-
santrasyonlarina bagll olarak 6nemli derecede farklilik
gostermesi ile ilgili bulgularimiz, Gland ve Hatipoglu (15),



Thomas ve Scott (22) ve Holme ve Petersen (23)nin
arastirma bulgularina benzerlik géstermektedir.

Arastirmada kallus agirhginin konsantrasyonlara bagl
olarak 6nemli derecede farklilik géstermesi ile ilgili bulgu-
larimiz, Chen ve ark (24), Conger ve Carabia (25) ve
Gland ve Hatipoglu (15)'nun bulgulari ile benzerlik
gostermektedir.

Arastirmada segment bagina ortalama 2.094 rejener-
at ile en yiksek ortalama rejenerasyon orani 6 mg/I'lik
2,4-D iceren ortamda ortaya ¢ikmistir. Bunu ortalama
rejenerasyon orani bakimindan sirasiyla 4 ve 8 mg/l'lik
2,4-D Konsantrasyonlari izlerken, en disik ortalama
rejenerasyon orani segment basina 0.167 rejenerat ile 10

E. CAN, N. CELIKTAS, R. HATIPOGLU

Sekil 1. Yalancidart ~ Geng  Salkim

Segmentlerinden Olusan
Kalluslar Uzerinde Embriyoid
Olusumu (Kaltdr baglangicindan
sekiz hafta sonra)

Sekil 2. Rejenerasyon Ortaminda 10

mm Kadar Boylanan Bitkicikler
(Kultdr baglangicindan 11 hafta
sonra)

mg/l'lik 2,4-D Konsantrasyonunda gerceklesmistir ve 2
mg/l'lik 2,4-D Kkonsantrasyonundan istatistiki olarak
farksiz olmustur.

Arastirmada rejenerasyon oraninin 2,4-D kon-
santrasyonuna bagll olarak farklilik gostermesi ile ilgili
bulgular; Lérz ve ark. (19), Gland ve Hatipoglu (15),
Holme ve Petersen (23)," in bulgularina benzemektedir.
Wernicke ve ark. (26), 2,4-D'nin konsantrasyon dozunun
artmastyla kallus olusum orani, kallus agirligt ve rejen-
erasyon oranin azalmasina neden olarak; 2,4-D gibi
oksinlerin yiksek dozda uygulandiklarinda mevcut meris-
tem hucrelerinin bélinmesini engelledigi seklindeki
gorugleri ile ag¢iklamaktadirlar.
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Sonuclar

Aragtirmada elde edilen bulgular ; adi yalancidari bitk-
isinin gen¢ salkimlarinin in vitro Kultlrinde eksplantat
olarak basari ile kullanilabilecegini gdstermistir. /n vitro
kiltir arastirmalarinda kullanilan 30 bitkiden 3,5 ay’ lik
bir slire sonunda 472 bitkinin elde edilmesi ve rejenerat-
larin genetik stabilite gbéstermesi, in vitro Kultirin bu
bitkinin 1slah strecinde ¢ok kisa bir siirede ¢ogaltiimasi
amaciyla kullanilabilecegini ortaya ¢ikartmigtir.
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